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t e m p e r a t u r e , s a l i n i t y , n u t r i e n t c o n c e n t r a t i o n s , a n d a s s o c i a t i o n s w i t h o t h e r o r g an i sm s s u c h a s
z o o p l a n k t o n , p h y t o p l a n k t o n , a n d s h e l l fi s h (K a y s n e r e t a l . 1 9 8 7 ; T a m p l i n e t a l . 19 9 0 ; C o lw e l l
19 9 6 ; H u o e t a l . 19 9 6 ; L i p p e t a l . 20 0 3 ; L o u i s e t a l . 2 00 3 ; M o u r i n o - P e r e z e t a l . 2 0 0 3 ;
B i n s z t e i n e t a l . 2 0 04 ; M a u g e r i e t a l . 2 0 0 4 ) .
Se a s o n a l a n d r a i n f a l l i n f l u e n c e s h a v e b e e n w e l l - d o c u m e n t e d (P a s c u a l e t a l . 2 0 0 2 ) ,
l i n k i n g V. c h o l e r a e i n c i d e n c e i n s o m e p a r t s o f t h e w o r l d t o m o n s o o n r a i n f a l l . N e a r l y
s i m u l t a n e o u s o u t b r e a k s i n w i d e g e o g r a p h i c a r e a s o f A s i a a n d So u t h A m e r i c a d u r i n g t h e 7
*
p a n d e m i c o f c h o l e r a h a v e l e d r e s e a r c h e r s t o f o c u s o n t h e p o s s i b l e w i d e s p r e a d e f f e c t s o f E l
N in o e v e n t s . Su c h e v e n t s c o u l d m o d i fy t e m p e r a t u r e a n d p r e c i p i t a t i o n , b u t a l s o i n c r e a s e
n u t r i e n t l o a d i n g i n c o a s t a l z o n e s w h i c h c a n r e s u l t i n w i d e s p r e a d a l g a l a n d z o o p l a n k t o n
b l o o m s (C o lw e l l 19 9 6 ) . P a th o g e n i c V c h o l e r a e a r e h a l o t o l e r a n t a n d m o r e c o m m o n i n
w a r m e r t r o p i c a l w a t e r s b u t c a n s u r v i v e i n l e s s t h a n o p t i m a l c o n d i t i o n s i f w a t e r t e m p e r a t u r e s
a n d / o r o r g a n i c n u t r i e n t c o n c e n t r a t i o n s a r e h i g h (C o lw e l l 19 9 6 ) . A r e c e n t s t u d y e x am i n e d th e
d y n a m i c s o f V . c h o l e r a e i n r e d t i d e w a t e r s {L i n g u l o d i n i u m p o ly e d r u m ) o n t h e C a l i f o r n i a
c o a s t (M o u r i n o - Pe r e z e t a l . 2 0 0 3 ) . R e s u l t s s u g g e s t t h a t d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r d u r i n g
i n t e n s e p h y t o p l a n k t o n b l o o m s h a s t h e p o t e n t i a l t o s u p p o r t e x p l o s i v e g r o w th o f V . c h o l e r a e i n
s e a w a t e r .
A b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f V . c h o l e r a e d y n a m i c s i n t h e e n v i r o n m e n t h a s a i d e d
d e v e l o pm e n t o f h e a l t h a n d m a n a g e m e n t p r a c t i c e s t o r e d u c e d i s e a s e i n c i d e n c e . F o r e x a m p l e ,
a s im p l e f i l t r a t i o n m e th o d h a s b e e n e m p l o y e d t o h e l p r e m o v e z o o p l a n k t o n a t t a c h e d V .
c h o l e r a e fr o m d r i n k i n g w a t e r i n B a n g l a d e s h (H u o e t a l . 19 9 6 ; C o l w e l l e t a l . 2 0 0 3 ) . A fu t u r e
g o a l i s t o d e v e l o p l a r g e s c a l e m o d e l s b a s e d i n p a r t o n s a t e l l i t e im a g e r y t h a t c o u l d h e l p a s s e s s
r i s k a n d p r e v e n t e x p o s u r e t h r o u gh e a r l y w a r n i n g s y s t e m s a n d t a r g e t e d p r e v e n t a t i v e p r a c t i c e s .
V . c h o l e r a e h a s n o t p o s e d a s i g n i f i c a n t p r o b l e m i n t h e U n i t e d St a t e s i n r e c e n t y e a r s , b u t
e n v i r o n m e n t a l s t u d i e s h a v e s h o w n th a t t h i s o r g a n i s m c a n r e s p o n d t o c h a n g i n g e n v i r o n m e n t a l
c o n d i t i o n s . L e s s o n s l e a r n e d fr o m t h e e c o l o g y o f t h i s m i c r o b e m a y a p p l y t o o t h e r s a s w e l l ,
p a r t i c u l a r l y t h o s e i n t h e s am e g e n u s .
O n e e x a m p l e o f a r a p i d e n v i r o n m e n t a l c h a n g e d i r e c t l y a f f e c t i n g d i s e a s e i n c i d e n c e
o c c u r r e d d u r i n g t h e s u m m e r o f 2 0 0 5 , w h e n H u r r i c a n e K a t r i n a s t r u c k th e G u l f C o a s t o f t h e
U n i t e d St a t e s o n A u g u s t 2 9 th a s a p o w e r f u l c a t e g o r y 3 s t o r m . H e a v y r a i n s a n d a t i d a l s u r g e
o f u p t o 12 fe e t r e s u lt e d i n m a s s i v e fl o o d i n g o f l o w - l y i n g a r e a s i n c l u d i n g t h e u r b a n c e n t e r o f
N e w O r l e a n s
,
L o u i s i a n a . I n t h e a ft e r m a t h o f t h i s s t o r m , t h e r i s k o f d i s e a s e w a s g r e a t l y
i n c r e a s e d , p a r t i c u l a r l y , t h e r i s k o f w a t e r b o m e d i s e a s e s . I n t h e w e e k s f o l l o w i n g th e s t o r m , 2 2
n e w c a s e s o f Vi b r i o i l l n e s s w e r e i d e n t i f i e d w i t h fi v e d e a t h s . T h r e e o f t h e s e m o r t a l i t i e s w e r e
c a u s e d b y V. v u l n ifi c u s a n d tw o b y V . p a r a h a e m o ly t i c u s (C D C 2 0 0 5 ) . F u t u r e w a t e r b o m e
d i s e a s e p r e v e n t i o n a n d r e m e d i a t i o n e f f o r t s w i l l r e q u i r e e f f o r t s i n a w i d e v a r i e t y o f
d i s c i p l i n e s . T h e e c o l o g i c a l s t u d y o f w a t e r b o m e d i s e a s e , p a r t i c u l a r l y Vi br i o sp , c o u l d h e l p
im p r o v e p r e d i c t i o n s o f i t s o c c u r r e n c e i n a c h a n g i n g e n v i r o n m e n t a n d r e d u c e e x p o s u r e .
E c o l o g i c a l s t u d y a n d p r e d i c t i v e m o d e l s a r e im p o r t a n t c o m p o n e n t s o f t h e s t u d y o f r a p i d
e n v i r o i m i e n t a l c h a n g e s s u c h a s s t o r m e v e n t s , a n d m o r e gr a d u a l e n v i r o i m i e n t a l s h i ft s s u c h a s
t h o s e p r o d u c e d b y e u t r o p h i c a t i o n , w h i c h h a v e t h e p o t e n t i a l t o a f f e c t e c o s y s t e m a n d h i u n a n
h e a l t h i n c o a s t a l c o m m u n i t i e s .
St u d y Si t e
T o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e e c o l o g y o f a g r o u p o f w a t e r b o m e p a th o g e n s i n t h e c o n t e x t o f
a n t h r o p o g e n i c c h a n g e , a 16 m o n th s t u d y o f Vi b r i o sp . i n t h e N R E w a s c o n d u c t e d . T h e N R E
i n E a s t e r n N o r t h C a r o l i n a (N C) (F i gu r e 1) p r o v i d e s a n i d e a l s t u d y s i t e a s p a r t o f t h e P a m l i c o
So u n d e s t u a r i n e s y s t e m , fo r m i n g th e s e c o n d l a r g e s t l a g o o n a l e s t u a r y i n t h e U n i t e d St a t e s . I t
i s a s h a l l o w , b a r - b u i lt e s t u a r y w i t h m i n im a l t i d a l in f l u e n c e a n d f l o w s d o m i n a t e d b y w i n d a n d
r i v e r i n f lo w (L u e t t i c h 2 0 0 2 ) . T h e 16 , 0 0 0 km
^ w a t e r s h e d h a s r u r a l , u r b a n , a n d a g r i c u l t u r a l
i n p u t s a n d i s c o n s i d e r e d t o b e r a p i d l y u r b a n i z i n g (B o y e r 19 9 3 ) . I t i n c l u d e s c o a s t a l
c o m m u n i t i e s t h a t d e p e n d h e a v i l y o n f i s h i n g , a q u a c u l t u r e , a n d t o u r i s m t o s u s t a i n t h e e c o n o m y
a s w e l l a s i n l a n d c o m m u n i t i e s w h e r e f a r m i n g a n d o t h e r b u s i n e s s e s p l a y a n im p o r t a n t r o l e .
T h e N R E h a s b e e n w i d e l y s t u d i e d i n t e r m s o f w a t e r q u a l i t y a n d m o n i t o r e d f o r a s p a n
o f o v e r 2 0 y e a r s t h r o u g h m u l t i p l e p r o j e c t s s u c h a s N R E M o d e l i n g a n d M o n i t o r i n g
(M O D M ON ) p r o j e c t (h t t p :/ /w w w . m a r i n e . u n c . e d u / n e u s e /m o dm o n ) . T h i s r e s e a r c h h a s
i n c l u d e d s t u dy o f c h e m i c a l a n d n u t r i e n t i n p u t s t h a t a f f e c t p h y t o p l a n k t o n d y n a m i c s a n d
e u t r o p h i c a t i o n , a n d m o d e l i n g o f p h y s i c a l p a r am e t e r s a n d t r o p h i c s t r u c t u r e . I n m o r e r e c e n t
y e a r s t h e r e h a s b e e n a gr o w i n g e m p h a s i s o n t h e s t u d y o f a d d i t i o n a l m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s
(i . e . o t h e r t h a n p h y t o p l a n k t o n ) .
Pr i m a r y p r o d u c t i o n i n t h e N R E i s n i t r o g e n l im it e d t h r o u g h o u t m u c h o f t h e y e a r (P a e r l
19 9 8 ) . N i t r o g e n l o a d i n g t o t h e e s t u a r y c o m e s fr o m a v ar i e t y o f p o i n t a n d n o n
- p o i n t s o u r c e s
i n c l u d i n g a g r i c u l t u r e , m u n i c i p a l w a s t e w a t e r , s t o r m w a t e r r u n o f f , i n d u s t r y , a n d a t m o s p h e r i c
r e l e a s e s t o t h e w a t e r a n d a i r s h e d . E u t r o p h i c a t i o n r e s u Ui n g fr o m i n c r e a s e d n i t r o g e n l o a d i n g
h a s l e d t o a d e t e r i o r a t i o n o f w a t e r q u a l i t y , a n d t h e N R E d i s p l a y s t y p i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f a
d e g r a d e d t e m p e r a t e e s t u a r y w it h r e g u l a r o c c u r r e n c e s o f p l a n k t o n i c a l g a l b l o o m s (P a e r l 19 9 8 ;
B a i r d 2 00 4 ) . T y p i c a l l y , b l o o m s a r e d o m i n a t e d b y c y a n o b a c t e r i a i n t h e u p s t r e a m o l i g o h a l i n e
w a t e r s , a n d d i n o fl a g e l l a t e s a n d c r y p t o m o n a d s i n t h e d o w n s t r e a m m e s o h a l i n e z o n e . T h e
l o c a t i o n an d d u r a t i o n o f t h e s e b l o o m s s h o w h i g h i n t e r a n n u a l v a r i a b i l i t y . T h i s h i g h e r r a t e o f
p r o d u c t i v i t y c a n l e a d t o t h e a c c u m u l a t i o n o f o r ga n i c c a r b o n a n d l o w o x y g e n l e v e l s r e s u l t i n g
i n h y p o x i a a n d f i s hk i l l s (Pa e r l 19 9 8 ; Pa e r l 19 9 9 ) . I n 19 9 7 , t h e A m e r i c a n R i v e r s F o u n d a t i o n
d e s i gn a t e d th e N e u s e R i v e r a s o n e o f t h e 10 m o s t - t hr e a t e n e d r i v e r s i n t h e U n i t e d St a t e s .
A r e c e n t s t u dy d e m o n s t r a t e d t h a t fr e e - l i v i n g b a c t e r i a l b i o m a s s i s o n t h e s a m e o r d e r o f
m a g n i t u d e a s p h y t o p l a n k t o n (B a i r d 2 0 0 4 ) T h u s , m i c r o b e s a r e a n im p o r t a n t p a r t o f t h i s
s y s t e m a n d c h a n g e s i n i n p u t s fr o m t h e w a t e r s h e d d u e t o a g r o w i n g p o p u l a t i o n a n d c h a n g i n g
a c t i v i t i e s m a y a l t e r m i c r o b i a l c o m m i m i t y c o m p o s i t i o n (P a e r l 2 0 0 3) . T h e m a i n m e c h a n i s m s
f o r r e gu l a t i o n o f e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s i n c l u d e : a v a i l a b i l i t y o f s u b s t r a t e s
(n u t r i e n t s ) , t e m p e r a t u r e , p r o t i s t g r a z i n g , a n d l y s i s b y v i r u s e s (N o b l e 19 9 9 ; H e i d e l b e r g e t a l .
2 0 0 2 ) . Ph y t o p l a n k t o n p o p u l a t i o n s c a n r e s p o n d r a p i d ly t o n u t r i e n t i n f l u x e s . T h e y e x u d e a
p o r t i o n o f t h e i r p h o t o s y n th a t e p r o d u c t i o n w h i c h e n t e r s t h e d i s s o l v e d o r g a n i c c a r b o n (D O C )
p o o l w h i c h c a n b e u t i l i z e d b y o t h e r m i c r o b e s (B a i r d 19 89 ) . A r e c e n t m e s o c o sm s t u d y
p r o v i d e s s o m e e v i d e n c e f o r c h a n g e s i n b a c t e r i a l c o m m im i t y c o m p o s i t i o n d u r i n g a b l o o m
(R i e m a n n 2 0 0 0) .
V i b r i o E c o l o g y
T h e V i b r i o g e n u s , i n t h e f a m i l y V i b r o n a c e a e , c o m p o s e p a r t o f t h e g r o u p o f n a t i v e
b a c t e ri a l h e t e r o t r o p h s p r e s e n t i n t h e N R E . T h i s h a l o p h i l i c g e n u s c o m m o n l y f o u n d i n m a ri n e
a n d c o a s t a l e n v i r o n m e n t s a r o u n d th e w o r l d , c o n t a i n s m o r e t h a n 5 0 s p e c i e s t h a t d i s p l a y a
w i d e v a ri e t y o f e c o l o g i c a l n i c h e s w i t h n e w s p e c i e s c o n t i n u i n g t o b e i d e n t i fi e d . A s b a c t e ri a l
h e t e r o t r o p h s t h e y t a k e p a r t in b i o d e gr a d a t i o n , n u t r i e n t r e ge n e r a t i o n , a n d b i o g e o c h e m i c a l
c y c l i n g . T w e l v e s p e c i e s h a v e b e e n s h o w n t o c a u s e h u m a n i l l n e s s (Si mm i e r 2 0 0 1) . O t h e r
s p e c i e s c a n b e p a th o g e n i c t o m a ri n e a n i m a l s (T h o m p s o n e t a l . 2 0 04 ) a n d p o s e p a rt i c u l a r
c o n c e r n s f o r t h e e e l a n d s h ri m p a q u a c u l t u r e i n d u s t ri e s (S a n j u a n a n d A m a r o 2 0 0 4 ) . S o m e
Vi b r i o sp . h a v e s y m b i o t i c r e l a t i o n s h i p s w i t h o t h e r m a r i n e o r g a n i s m s ; f o r e x a m p l e , t h e
a s s o c i a t i o n o f b i o l u m i n e s c e n t Vi br i o fi s c h e r i w i t h s q u i d (N y h o lm 2 0 04 ) .
V i b r i o sp a r e g r a m - n e g a t i v e , f a c u l t a t i v e a n a e r o b e s c a p a b l e o f b o t h f e r m e n t a t i v e a n d
r e s p i r a t o r y m e t a b o l i s m . F o r s o m e s p e c i e s , s a l t i s a n a b s o l u t e r e q u i r e m e n t , w h i l e o t h e r s s u c h
a s Vi b r i o c h o l e r a e c a n s u r v i v e i n f r e s h w a t e r s , t h o u gh s o d i u m i o n s s t im u l a t e g r o w t h o f a l l
s p e c i e s . T h e y g r o w w e l l a t n e u t r a l a n d a l k a l i n e p H u p t o 9 . 0 a n d a r e a c i d s e n s i t i v e . T h e y
h a v e n o t b e e n sh o w n t o f o r m e n d o s p o r e s o r m i c r o c y s t s (T a n t i l l o e t a l . 2 0 04 ), b u t s o m e h a v e
b e e n s h o w n t o e n t e r a v i a b l e b u t n o t c u l t u r a b l e (V B N C ) s t a t e t h a t c a n b e r e s u s c i t a t e d (O l i v e r
e t a l . 19 9 5) .
T h e m a i n f a c t o r s in f l u e n c i n g V i br i o s p . o c c u r r e n c e a n d d i s t ri b u t i o n i n c l u d e w a t e r
t e m p e r a t u r e , s a l i n i t y , n u t ri e n t a v a i l a b i l i t y , a n d a s s o c i a t i o n w i t h m a ri n e o r g a n i s m s (T a n t i l l o e t
a l
.
2 0 0 4 ) . St r o n g s u p p o rt f o r s e a s o n a l o r t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t v a ri a t i o n e x i s t s f o r Vi br i o
sp (M o t e s e t a l . 19 9 8 ; T h o m p s o n e t a l . 2 0 04 ) a s w e l l a s i n d i v i d u a l s p e c i e s s u c h a s V .
v u l n ifi c u s (W ri gh t e t a l . 1 9 9 6 ; R a n d a e t a l . 2 0 0 4 ) a n d V . p a r a h a e m o ly t i c u s (D e P a o l a e t a l .
2 0 0 3 ) . A c c o xm t s o f t e m p e r a t u r e t o l e r a n c e s v a r y b u t i t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t t h e y o c c u r i n
l o w e r d e n s i t y b e l o w 2 0
° C
,
w i t h t h e h i g h e s t d e n s i t i e s fr o m 2 0 - 3 0
° C . O t h e r s h a v e s u g g e s t e d
t h a t Vi b r i o s p . o f c l i n i c a l i n t e r e s t a r e l e s s o ft e n i s o l a t e d b e l o w 10
° C o r a b o v e 3 0 ° C (T a n t i l l o
e t a l . 2 0 0 4 ) .
Si n c e p o p u l a t i o n s a r e h a r d t o i s o l a t e i n w i n t e r m o n t h s , s o m e s u g g e s t t h a t . V i b r i o
o v e r w i n t e r i n s e d im e n t
,
s h e l l fi s h
,
o r o y s t e r s (T a m p l i n a n d C a p e r s 19 9 2 ; D e P a o l a e t a l . 2 0 0 3 ;
R a n d a e t a l
.
2 0 0 4 ) H o w e v e r , p r e v i o u s e f f o r t s t o i s o l a t e t h e m fr o m s e d im e n t s i n t h e N R E
h a v e n o t b e e n s u c c e s s ft i l (P f e f fe r e t a l . 2 0 0 3 ) . I t h a s a l s o b e e n s u g g e s t e d t h a t d e c r e a s e d
n u m b e r s i n c o l d e r m o n th s a r e d u e , i n p a r t , t o V i b r i o sp e n t e r i n g t h e V B N C s t a t e (O l i v e r e t
a l . 1 9 9 5 ) . R e s u s c i t a t i o n e x p e r im e n t s s u g g e s t t h a t t h e s e c e l l s c a n r e v e r t f r o m t h i s s t a t e f o r
g r o w t h a n d m u l t i p l i c a t i o n i n r e sp o n s e t o i n c r e a s e s i n t e m p e r a t u r e a n d n u t r i e n t s (O l i v e r e t a l .
1 9 9 5 ) a n d c a n s e r v e a s a p o t e n t i a l r e s e r v o i r f o r p o p u l a t i o n r e - g r o w t h .
Sa l i n i t y i s w i d e l y r e p o r t e d t o h a v e s i gn i fi c a n t in fl u e n c e s o n Vi br i o s p p o p u l a t i o n s ,
b u t v a r y i n g r e l a t i o n s h i p s h a v e b e e n fo u n d . T w o p r o p o s e d r a n g e s a r e f r o m 5 - 3 0 p p t (Y a m
19 9 9 ), o r fr o m l - 3 4 p p t w i t h a d v e r s e e f f e c t a ft e r 2 5 p p t (K a s p a r a n d T a m p l i n 1 9 9 3 ; M o t e s e t
a l . 19 9 8) . R e p o r t e d c o r r e l a t i o n s t o s a l i n i t y h a v e b e e n p o s i t i v e , n e g a t i v e , o r n o n e x i s t e n t ;
h o w e v e r t h e s e c o r r e l a t i o n s a r e l i k e l y a f f e c t e d b y th e r a n g e o f s a l i n i t i e s a n a l y z e d . F u r t h e r
e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t s a l i n i t y t o l e r a n c e s c a n c h a n g e i n t h e p r e s e n c e o f e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s
a n d n u t r i e n t c o n c e n fr a t i o n s (K a s p a r a n d T a mp l i n 19 9 3 ; T a n t i l l o e t a l . 2 0 0 4 ) .
B i o t i c f a c t o r s c a n a l s o a f f e c t V i b r i o sp . p o p u l a t i o n s w h i c h o ft e n o c c v i r i n p a t c h y
d i s t r i b u t i o n s (H e i d e l b e r g e t a l . 2 0 0 2 ) . A s s o c i a t i o n w i t h p l a n k t o n i n c l u d i n g c h i t i n o u s
z o o p l an k t o n , h a s b e e n s h o w n f o r v a r i o u s s p e c i e s o f V i b r i o ( V c h o l e r a e , V .
p a r a h a e m o ly t i c u s , V . v u l n if i c u s) (H u q e t a l . 1 9 8 3 ; T a m p l i n e t a l . 19 9 0 ; M o n t a n a r i 19 9 9 ), a n d
s h e l l fi s h (K a s p a r a n d T a m p l i n 1 9 9 3 ; W ri g h t e t a l . 1 9 9 6 ; H o o d 19 9 7 ; M o n t a n a r i 19 9 9 ) .
V i br i o s p . h a v e b e e n f o u n d i n t h e t i s s u e s o f v a ri o u s s h e l l fi s h s u c h a s c l a m s , o y s t e r s , a n d
m u s s e l s
,
i n l e v e l s s o m e t im e s a s g r e a t a s 10 0 t im e s t h e c o n c e n t r a t i o n i n s u r r o u n d i n g w a t e r s
(T a n t i l l o e t a l . 2 0 0 4 ) . S o m e s p e c i e s s u c h a s V v u l n ifi c u s , c a n r e s i s t t r a d i t i o n a l s h e l l fi s h
d e p u r a t i o n a p p r o a c h e s (T a m p l i n a n d C a p e r s 19 9 2 ) . A n im a l r e s e r v o i r s h a v e a l s o b e e n
p r o p o s e d a s a m e c h a n i s m o f t r a n s p o r t r e l a t e d t o t h e s p r e a d o f p a t h o g e n i c s t r a i n s (Su m m e r
2 00 1 ) .
S p e c i fi c i a l l y , V . v u l n ifi c u s i s f o v i n d i n m i d d l e s a l i n i t i e s ( 7 - 16 p p t ) a n d w a r m e r
t e m p e r a t u r e s (> 2 0
° C ) (K a s p a r a n d T am p l i n 19 9 3 ; W ri g h t e t a l . 19 9 6 ; P f e f f e r e t a l . 2 0 0 3 ) . A
s t u d y o f V . v u l n ifi c u s i n N C , sh o w e d th a t l e v e l s w e r e c o n t r o l l e d m o s t l y b y t e m p e r a t u r e ,
t u r b i d i t y , d i s s o l v e d o x y g e n (D O ), l e v e l s o f e s t u a ri n e b a c t e ri a , a n d t o t a l c o l i f o r m s (P f e f f e r e t
a l . 2 0 0 3 ) . W a t e r t e m p e r a t u r e a c c o u n t e d f o r m o s t o f t h e v a r i a b i l i t y i n c o n c e n t r a t i o n s (P f e f f e r
e t a l . 2 0 0 3 ) .
V i b r i o sp p o p u l a t i o n s a p p e a r t o b e i n fl u e n c e d b y a h o s t o f f a c t o r s , b o t h
a n t hr o p o g e n i c a n d n a t u r a l l y o c c u r r i n g . W h i l e t e m p e r a t u r e h a s b e e n s h o w n t o b e im p o r t a n t , i t
c a n n o t b e u s e d a s a s o l e p r e d i c t o r o f Vi b r i o s p . p o p u l a t i o n dy n am i c s . R e s e a r c h c o n d u c t e d t o
r e l a t e V i b r i o sp . p o p u l a t i o n s t o s a l i n i t y a n d e s t u a ri n e w a t e r i n fl o w (L i p p 2 0 0 1; L o u i s e t a l .
2 0 0 3) , h a s r a i s e d im p o r t a n t q u e s t i o n s a b o u t o t h e r i n fl u e n t i a l f a c t o r s . A r e c e n t s t u d y i n t h e
N R E (P f e f f e r e t a l . 2 0 0 3 ) r e v e a l e d m i n o r i n d i v i d u a l a s s o c i a t i o n s w i t h p h o s p h o r o u s , a n d
N H 4
" ^
c o n c e n t r a t i o n s . F u r t h e r r e s e a r c h i s n e e d e d t o c l a ri f y t h e t e m p e r a t u r e - s a l i n i t y
r e l a t i o n s h i p a n d e x a m i n e o t h e r f a c t o r s t h a t m a y b e i n v o l v e d .
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V i b r i o D i s e a s e s a n d E p i d e m i o l o g y
Vi b r i o s p . o c c u r a r o u n d t h e w o r l d a n d h a v e b e e n s h o w n t o c a u s e i s o l a t e d a n d
p a n d e m i c o u t b r e a k s o f d i s e a s e . V i br i o c h o l e r a e i s e n d e m i c t o r e g i o n s i n A s i a a n d A fr i c a ,
w i t h c a s e s i n t h e A m e r i c a s a n d A u s t r a l i a d o c u m e n t e d . D i s e a s e s c a u s e d b y n o n - c h o l e r a e
V i b r i o s h a v e b e e n r e p o r t e d i n A s i a , A u s t r a l i a , E u r o p e , t h e M id d l e E a s t , N o r t h a n d S o u t h
A m e r i c a (C o l l i e r 2 0 0 2) . I n t h e U n i t e d St a t e s , V p a r a ha e m o ly t i c u s a n d V . v u l n ifi c u s a r e
c o mm o n t o S o u t h e a s t e r n g u l f c o a s t r e g i o n o f U . S . (St r o m a n d Pa r a nj p y e 2 0 0 0 ) .
Vi b r i o sp c a u s e t h r e e p r i m a r y t y p e s o f i n f e c t i o n s : g a s t r o e n t e r i t i s , p r im a r y s e p t i c e m i a ,
a n d w o u n d i n f e c t i o n t h r o u gh c o n s u m p t i o n o f c o n t a m i n a t e d w a t e r o r f o o d (m o s t o ft e n
s h e l l fi s h ) a n d w a t e r c o n t a c t w it h o p e n w o u n d s o r l a c e r a t i o n s w i t h c o n t a m i n a t e d s u bm e r g e d
s h a r p o bj e c t s (e . g . o y s t e r s h e l l s ) . G a s t r o e n t e r i t i s c a n r a n g e f r o m m i l d , u n d e r r e p o rt e d i l l n e s s
t o s e v e r e a n d p o t e n t i a l l y d e a d l y c a s e s o f d i a r r h e a l i l l n e s s d u e t o d e h yd r a t i o n (e . g . u n t r e a t e d
V c h o l e r a e ) . Pr i m a r y s e p t i c e m i a , c a u s e d w h e n b a c t e r i a e n t e r i n t o t h e b l o o d s t r e am , c a n
r e s u l t i n f e v e r
,
s h o c k
,
a n d e v e n d e a t h . T h e m o s t c o m m o n l y i d e n t i f i e d o r g a n i s m i s V
v u l n ifi c u s ( St r o m a n d P a r a n j p y e 2 0 0 0 ; T a n t i l l o e t a l . 2 0 04 ) w h i c h h a s a h i g h m o r t a l i t y r a t e
r e s u l t i n g f r o m th i s t y p e o f i n f e c t i o n a n d i s t h e c a u s e o f 9 5 % o f a l l s e a fo o d r e l a t e d d e a t h s i n
t h e U . S (w w w . Aa b r i o . c o m a c c e s s e d N o v e m b e r 2 0 0 5 ) . V . v u l n if i c u s c a n a l s o r e s u l t i n w o i m d
i n f e c t i o n s i f a c u t o r s k i n l e s i o n i s e x p o s e d t o s e a w a t e r a n d r e m a i n s u n t r e a t e d . T h i s c a n
d e v e l o p i n t o a s e r i o u s i n f e c t i o n w i t h a v e r y h i gh m o r t a l i t y r a t e o f 2 0
- 3 0% (St r o m a n d
Pa r an j p y e 2 0 0 0 ; C o l l i e r 2 0 0 2 ; T a n t i l l o e t a l . 2 0 0 4 ) . I n f e c t i o n s c a n o c c u r i n h e a l t h y
i n d i v i d u a l s o r t h o s e w it h u n d e r l y i n g i l l n e s s a n d c a n b e s e l f
- l im i t i n g o r r a p i d , i n v a s i v e
i n f e c t i o n s . T h e s e t y p e s o f i n f e c t i o n s o ft e n a p p e a r t o b e l i n k e d w i th r e c r e a t i o n a l o r
o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e t o s e a w a t e r .
1 1
T h e o v e r a l l i n c i d e n c e o f Vi b r i o i n f e c t i o n s i s l o w
,
b u t t h e m o r t a l i t y r a t e c a n e x c e e d
5 0% . C o n t r a c t i o n o f a V i b r i o i n f e c t i o n i s m e d i a t e d b y s e v e r a l r i s k f a c t o r s : p r im a r i l y c h r o n i c
i m d e r l y i n g i l l n e s s e s i n c l u d i n g l i v e r o r k i d n e y d i s e a s e (c i r r h o s i s , h e p a t o m a , a n d h e p a t i t i s ) ,
d i a b e t e s
,
a n d im p a i r e d im m u n e ft m c t i o n (L i n k o u s a n d O l i v e r 19 9 9 ; St r o m a n d P a r a n j p y e
2 0 0 0 ) . I n d i v i d u a l s w i t h t h e s e s p e c i f i c r i s k fa c t o r s , h a v e a m u c h h i g h e r r i s k a n d f a t a l i t y r a t e o f
u p t o 6 0% (O l i v e r e t a l . 19 9 5) . I t h a s a l s o b e e n sh o w n th a t m a l e s c o n t r a c t 8 0% o f a l l V i b r i o
i n f e c t i o n s . T h e r e a s o n i s u n d e t e r m i n e d b u t c o u l d b e r e l a t e d t o h i g h e r e x p o s u r e t h r o u g h
h i g h e r (r a w ) s e a f o o d i n t a k e a n d r e c r e a t i o n a l a n d o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e s .
M a n y s u g ge s t t h a t d i s e a s e s s t e m m i n g fr o m Vi br i o s p i n f e c t i o n s m a y b e
u n d e r r e p o r t e d d u e t o l a c k o f e f f e c t i v e s u r v e i l l a n c e a n d d i a gn o s i s ( St r o m a n d P a r a n j p y e 2 0 0 0 ;
T a n t i l l o e t a l . 2 0 0 4 ) . Vi br i o d i s e a s e s a r e c o n s i d e r e d a n e m e r g i n g d i s e a s e d u e t o r e c e n t
i n c r e a s e s i n r e p o r t e d c a s e s (A n d e r s o n 19 9 7 ; H s u e h e t a l . 2 0 0 4 ) a n d o u t b r e a k s o f n e w
p a t h o g e n i c s t r a i n s t h a t c a n t r a v e l fr o m o n e l o c a t i o n t o a n o t h e r { V c h o l e r a e ) . T h i s i n c r e a s e
c o u l d b e l i n k e d t o i n c r e a s e s i n u n de r l y i n g d i s e a s e / r i s k fa c t o r s (H s u e h e t a l . 2 0 0 4 ; T a n t i l l o e t
a l . 2 0 0 4 ) o r t o t h e e x p a n s i o n o f i n t e r n a t i o n a l f o o d fr a d e t h a t c o u l d t r a n s p o r t p a t h o g e n i c
s t r a i n s (T a n t i l l o e t a l . 2 0 0 4 ) . Su s c e p t i b l e p o p u l a t i o n s o f t h e im m u n o c o m p r o m i s e d (e . g H I V -
A I D S ), d i a b e t i c s , a n d t h o s e w i t h h e p a t i t i s a n d o t h e r l i v e r - r e l a t e d d y s f u n c t i o n a r e e x p e c t e d t o
i n c r e a s e g l o b a l l y a n d w i th i n t h e U . S .
D e t e c t i o n M e t h o d s
T o u n d e r s t a n d t h e e c o l o g y o f F / ft r z o - r e l a t e d d i s e a s e a n d i m p r o v e m o n i t o r i n g , b e t t e r
q u a n t i fi c a t i o n m e t h o d s a r e n e e d e d . C u l t u r e
- b a s e d m e th o d s h a v e t h e i r a d v a n t a g e s s u c h a s
s im p l i c i t y , l o w e r t e c hn o l o g y a n d l o w e r c o s t s , b u t c a n a l s o d e m o n s fr a t e b i a s . Vi b r i o sp .
a r e
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c o n s i d e r e d a m o n g t h e m o r e e a s i l y c u l t u r e d m a r i n e b a c t e r i a (F i l e r s e t a l . 2 0 0 0 ) , b u t h a v e b e e n
s h o w n t o e n t e r a V B N C s t a t e . T h i s p h e n o m e n o n n e g a t i v e l y i n f l u e n c e s e f f i c a c y o f
q u a n t i f i c a t i o n o n m e d i a , e v e n w h e n e n r i c hm e n t s t e p s a r e u s e d a n d c a n s k e w r e s u l t s t h a t
c o u l d a f f e c t p u b l i c h e a l t h (O l i v e r e t a l . 19 9 5 ; W o n g a n d W a n g 2 0 04 ) . A d d i t i o n a l l y ,
t r a d i t i o n a l c u l t u r e - b a s e d m e t h o d s a r e o ft e n s l o w a n d m o r e l a b o r i n t e n s i v e . T o i d e n t i f y
s p e c i f i c Vi b r i o sp . f r o m m e d i a , p h e n o t y p i c a n d /o r b i o c h e m i c a l i d e n t i f i c a t i o n i s n e e d e d ,
w h i c h c a n t a k e o n t h e o r d e r o f d a y s m a k i n g r e s u l t s l e s s a c c u r a t e a n d l e s s b e n e f i c i a l f r o m a
p u b l i c h e a l t h s t a n d p o i n t .
M o l e c u l a r m e th o d s c i r c u m v e n t t h e n e e d t o g r o w o r g a n i s m s i n a l a b b y u s i n g
d e t e c t i o n b a s e d o n i d e n t i f i c a t i o n o f u n i q u e n u c l e i c a c i d s e q u e n c e s . C o n v e n t i o n a l p o l y m e r a s e
c h a i n r e a c t i o n (P C R ) a l l o w s f o r t h e d e t e c t i o n o f n o n - c u lt u r a b l e o r g a n i s m s o r v i a b l e
o r g a n i s m s i n a n o n - c u l t u r a b l e s t a t e . F u r t h e r m o r e , m o l e c u l a r m e t h o d s c a n a l l o w fo r a m o r e
r a p i d a s s e s s m e n t o f s a m p l e s . D e c r e a s i n g d e t e c t i o n t im e s c o u l d g r e a t l y im p r o v e t h e u t i l i t y o f
t h e r e s u l t s . R a p i d r e s u l t s a r e m u c h m o r e b e n e f i c i a l t o s e t t i n g w a t e r q u a l i t y
s t a n d a r d s / r e s t r i c t i o n s (e . g . c l o s i n g s h e l l f i s h b e d s a n d r e c r e a t i o n a l w a t e r s ) a s w e l l a s t o f o o d
q u a l i t y r e gu l a t i o n s .
I n r e c e n t y e a r s , t h e f o c u s h a s s h i ft e d t o a n e v e n m o r e u s e f u l a n d r a p i d P C R m e t h o d ,
q u a n t i t a t i v e P C R (QPC R ), w h i c h i s a n o v e l p r im e r - b a s e d m o l e c u l a r t e c h n i q u e t h a t c o m b i n e s
t h e u n d e r l y i n g p r i n c i p l e s o f c o n v e n t i o n a l P CR t o i d e n t i f y s p e c i f i c n u c l e i c a c i d s e qu e n c e s
w i t h a q u a n t i t a t i v e m e a s u r e m e n t o f fl u o r e s c e n c e . T o d o th i s , p r im e r s e qu e n c e s u s e d i n
c o n v e n t i o n a l P C R a r e u s e d i n c o n j u n c t i o n w i t h o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e s t h a t a r e l a b e l e d w i t h
b o t h a fl u o r o p h o r e a n d q u e n c h e r m o l e c u l e i n c l o s e a s s o c i a t i o n . Wh e n th e p r o b e b i n d s t o t h e
t a r g e t , t h e q u e n c h e r a n d fl u o r o p h o r e a r e s e p a r a t e d a n d a d e t e c t a b l e fl u o r e s c e n t s i g n a l i s
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g e n e r a t e d a n d q u a n t i f i e d . B y i n c o r p o r a t i n g t h e a d d i t i o n a l s p e c i f i c i t y o f t h e p r o b e s e q u e n c e ,
a n d t h e e m i s s i o n o f a fl u o r e s c e n c e s i g n a l t h a t i s l i n e a r l y r e l a t e d t o i n i t i a l c o p y n u m b e r ,
QP C R c a n s h o r t e n a s s a y t im e a n d p r o v i d e a q u a n t i t a t i v e m e a s u r e o f t h e t a r g e t w i t h o u t t h e
n e e d t o w a i t f o r t h e r e s u l t s f r o m g e l e l e c t r o p h o r e s i s (a s i s r e q u i r e d b y c o n v e n t i o n a l P C R ).
F o r Vi br i o sp . , w h i c h a r e s u s p e c t e d t o e n t e r t h e V B N C s t a t e i n r e s p o n s e t o m a n y
e n v i r o n m e n t a l s t r e s s e s (e . g . t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y s h o c k , s t a r v a t i o n ) n e w QP C R
a p p r o a c h e s m i g ht im p r o v e a c c u r a t e q u a n t i fi c a t i o n , o r a t l e a s t im p r o v e t h e a b i l i t y t o q u a n t i f y
t o t a l c e l l s i n h a r s h e n v i r o n m e n t s .
A v a r i e t y o f m o l e c u l a r m e th o d s e x i s t f o r i d e n t i f i c a t i o n o f Vi b r i o s p . w h i c h i n c l u de
m o l e c u l a r a n a l y s e s a n d s o m e t h a t c o m b i n e a s p e c t s o f c u l t u r e - b a s e d a n d m o l e c u l a r m e t h o d s
(H a r w o o d e t a l . 2 0 0 4 ) . A g o o d e x a m p l e o f a c o m b i n e d t e c h n i q u e i s c o l o n y h y b r i d i z a t i o n .
W h i l e t hi s m e t h o d r e q u i r e s g r o w t h o n m e d i a , i t c a n s h o r t e n i d e n t i fi c a t i o n t im e o f c u l t u r a b l e
Vi br i o s c o m p a r e d t o b i o c h e m i c a l i d e n t i fi c a t i o n (W r i gh t e t a l . 19 9 6 ) . O t h e r s h a v e u s e d P C R
f o l l o w i n g c u l t u r e o r e n r i c hm e n t t o i d e n t i fy sp e c i fi c s p e c i e s (P a r v a t h i e t a l . 2 0 0 4 ) . T h i s
m e t h o d c a n b e u s e fu l t o d e t e c t o r g a n i s m s fo i m d a t l o w l e v e l s i n t h e e n v i r o n m e n t , b u t a n
e n r i c hm e n t s t e p h a s s o m e o f t h e s a m e d r a w b a c k s a s c u l t u r e b a s e d m e t h o d s , n a m e l y l o n g e r
a s s a y t i m e a n d b i a s t o w a r d s e a s i l y c u l t u r e d o r g a n i s m s . A d d i t i o n a l l y , it i s d i f fi c u l t t o r e l a t e
t h e fi n a l p o s t - e n r i c hm e n t c e l l n u m b e r s t o t h e o r i g i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f c e l l s p r e s e n t i n t h e
i n i t i a l w a t e r s a m p l e . O th e r m o l e c u l a r m e t h o d s i n c l u d e : c o n v e n t i o n a l P CR (w i t h o u t
e n r i c hm e n t ) , s i n g l e a n d m u l t i p l e x QP C R (B r a s h e r e t a l . 19 9 8 ), m i c r o a r r a y s (G o n z a l e z e t a l .
2 0 04 ; Pa n i c k e r e t a l . 2 0 0 4 ; Th om p s o n e t a l . 2 0 0 4 ) , D N A fi n g e r p r i n t i n g (V i c k e r y e t a l . 2 0 0 0 ),
r i b o t y p i n g (T h o mp s o n e t a l . 2 0 0 4 ) a n d QPC R a s s a y s f o r V . v u l n if i c u s (C a m p b e l l a n d W r i gh t
2 0 0 3 ; P a n i ck e r e t a l . 2 00 4 ) .
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G i v e n t h e n e e d f o r a r a p i d , s e n s i t i v e , a s s e s s m e n t f o r V i b r i o p a t h o g e n s a b l e t o q u a n t i f y
b o t h c u l t u r a b l e a n d n o n c u l t u r a b l e Vi b r i o s p . ( i n p a r t i c u l a r V. v u l n ifi c u s ) , a n o v e l QP C R
a s s a y f o r V . v u l n ifi c u s w a s d e v e l o p e d u s i n g Sc o r p i o n - b a s e d p r o b e c h e m i s t r y . W h i l e i t h a s
b e e n s h o w n th a t n o t a l l s t r a i n s o f V v u l n if i c u s h a v e t h e s am e l e v e l o f p a t h o g e n i c i t y , t h e r e i s
n o t y e t a c o n s e n s u s r e g a r d i n g t h e pr e f e r e n t i a l u s e o f t h e 16 S g e n e o r a ge n e s p e c i f i c f o r
p a t h o g e n i c V . v u l n ifi c u s i n a P C R a s s a y . A s a fi r s t s t e p , t h e f o c u s w a s o n d e t e c t i o n o f t o t a l V .
v u l n ifi c u s u s i n g t h e w h g e n e w h i c h h a s b e e n p r e v i o u s l y s h o w n t o b e s p e c i fi c f o r V
v u l n ifi c u s (P a n i c k e r e t a l . 2 0 0 4 ) .
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I I I . M E T H O D S
E n v i r o n m e n t a l Sa m p l i n g a n d A n a l y s i s
W a t e r s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m s u r f a c e (S) a n d b o t t o m (B ) w a t e r s a t 5 St a t i o n s
o v e r a 5 5 k m r a n g e o f s i t e s a l o n g t h e N R E b e t w e e n J u n e 2 0 0 5 a n d S e p t e m b e r 2 0 0 6 .
S am p l i n g i n c l u d e d : St a t i o n 0 a t St r e e t s F e r r y B r i d g e , St a t i o n 3 0 ( 15k m d o w n s t r e a m ). S t a t i o n
7 0 (2 8 km d o w n s t r e a m ). St a t i o n 12 0 (4 3 k m d o w n s t r e a m ), a n d St a t i o n 1 8 0 (7 3 k m
d o w n s t r e a m . F i g u r e 1) . T h e s e St a t i o n s h a v e d e p th s o f a p p r o x im a t e l y 6 . 5 , 3 . 5 , 4 , 5 , a n d 6 m
r e s p e c t i v e l y .
R e g u l a r s a m p l e c o l l e c t i o n w a s c o n d u c t e d b im o n t h l y a s p a r t o f t h e o n g o i n g
m o n i t o r i n g p r o g r a m , t h e N R E M OD M ON (h t t p :/ / w w w . m a r i n e . u n c . e d u / n e u s e /m o dm o n ) ,
w i t h a d d i t i o n a l s am p l i n g c o n d u c t e d a f t e r s t o r m e v e n t s . A s t o r m e v e n t w a s d e fi n e d a s : > 1
i n c h o f d a i l y r a i n f a l l i n N e w B e r n , N C (w w w . n o a a . g o v F6 N W S) . S a m p l i n g i n c l u d e d 3 1
dr y w e a t h e r t r i p s a n d 9 s t o r m e v e n t s i n c l u d i n g 3 h u r r i c a n e s : A l e x o n A u g u s t 3 , 2 0 0 4 ,
Ch a r l e y o n A u g u s t 1 4 , 2 0 0 4 , a n d O p h e l i a o n Se p t e m b e r 8 , 2 0 0 5 .
I n s i t u m e a s u r e m e n t s w e r e m a d e u s i n g a Y SI 6 6 0 0 (Y e l l o w Sp r i n g s I n s t r u m e n t s , h i c . )
m u l t i - p r o b e s o n d e i n c l u d e d : d e p th , t e m p e r a t u r e , s a l i n i t y , d i s s o l v e d o x y g e n (D O ), p H ,
t u r b i d i t y , c h l o r o p h y l l a (c h l a ) b y fl u o r e s c e n c e . F o r m i c r o b i a l a n a l y s e s , w a t e r s am p l e s w e r e
t r a n s p o r t e d t o t h e l a b a n d a n a l y z e d w i th i n 6 h o u r s . A l l a n a ly s e s w e r e c o n d u c t e d o n
u n m a n i p u l a t e d w a t e r s a m p l e s . T o a d d r e s s q u e s t i o n s o f p a r t i c l e a t t a c hm e n t , s o m e a d d i t i o n a l
u n m a n i p u l a t e d w a t e r s a m p l e s (t e r m e d
' R A W ' ) w e r e c e n t r i f u g e d t o s e p a r a t e w a t e r c o n t a i n i n g
m o r e d e n s e p a r t i c l e s (t e r m e d
' H E A V Y ' ) f r o m w a t e r c o n t a i n i n g l o w d e n s i t y p a r t i c l e s a n d
fr e e - l i v i n g c e l l s (t e r m e d
' L I G H T ' ) . T h e fr a c t i o n o f t h e RA W Vi br i o c o n c e n t r a t i o n f o u n d i n
t h e H E A V Y s a m p l e (o r n o t f o u n d i n t h e L I G H T s am p l e ) w a s d e fi n e d a s t h e fr a c t i o n o f t h e
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p o p u l a t i o n a t t a c h e d t o s e t t l i n g p a r t i c l e s . T h i s m e t h o d h a s b e e n u s e d s u c c e s s fu l l y fo r i n d i c a t o r
b a c t e r i a i n t h e N R E (F r i e s s u bm i t t e d ) a n d s t o r m w a t e r (Ch a r a c k l i s 2 0 0 5 ) . T h i s c e n t r i f u g a t i o n
p r o c e d u r e r e s u l t e d i n a t h r e s h o l d s e t t l i n g v e l o c i t y f o r H E A V Y p a r t i c l e s o f 1 . 2 m m h
' ' i n s t i l l
w a t e r .
T o q u a n t i f y c u l t u r a b l e V i b r i o s p . b y m e mb r a n e f i l t r a t i o n , m u l t i p l e d i l u t i o n s o f
e s t u a r i n e w a t e r w e r e m a d e w i th s t e r i l e p h o sp h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S) a n d th e r e s u l t i n g
s o l u t i o n w a s f i l t e r e d t hr o u g h 0 . 4 5 u m s t e r i l e , g r i d d e d H A m i x e d c e l l u l o s e e s t e r f i b e r fi lt e r s
(Pa l l , I n c . ) i n t r i p l i c a t e . F i l t e r s w e r e p l a c e d o n T h i o s u l f a t e - C i t r a t e B i l e Sa l t s Su c r o s e (T CB S)
a g a r (D i f c o , I n c . ) w h i c h h a s b e e n s h o w n t o b e s e l e c t i v e f o r V i br i o s p a n d i n c u b a t e d f o r 2 4
h o u r s a t 3 7
° C be f o r e c o u n t i n g t o t a l y e l l o w a n d g r e e n c o l o n i e s (P f e f f e r a n d O l i v e r 2 0 0 3 ) .
Vi b r i o c o n c e n t r a t i o n s w e r e e x p r e s s e d a s c o l o n y f o r m i n g u n i t s (C FU ) p e r 10 0 m l o f w a t e r
(H u r l e y 19 8 3 ) .
I n d i c a t o r b a c t e r i a a n a l y s e s :
T o t a l c o n f o r m s a n d E . c o l i , a n d E n t e r o c o c c u s sp . w e r e q u a n t i fi e d u s i n g p r o d u c t s
m a n u f a c t u r e d b y ID E X X L a b o r a t o r i e s , C o l i l e r t - 18 ® a n d E n t e r o l e r t
T M
,
r e s p e c t i v e l y . T h e s e
a r e c o mm e r c i a l , c h r o m o g e n i c s u b s t r a t e - b a s e d a s s a y k i t s t h a t m e a s u r e t h e a b i l i t y o f o r g a n i s m s
t o m e t a b o l i z e s p e c i fi c s u b s t r a t e s , a n d t h e r e s u l t s a r e r e p o r t e d a s m o s t p r o b a b l e n u m b e r
(M PN / 10 0 m l ) . W a t e r s am p l e s w e r e d i l u t e d e i t h e r 1 : 10 o r 1 :2 0 , r u n i n d u p l i c a t e , i n c u b a t e d ,
a n d r e a d a t 18 o r 2 4 h o u r s , r e s p e c t i v e l y .
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P h y s i c a l , c h e m i c a l , b i o l o g i c a l p a r a m e t e r s m e a s u r e d :
P a r t i c l e s i z e d i s t r i b u t i o n i n w a t e r s a m p l e s w a s m e a s u r e d u s i n g a M u l t i s i z e r I I I c o u l t e r
c o u n t e r , w h i c h c o u n t s p a r t i c l e s i n d i a m e t e r b i n s fr o m 3 t o 6 0 |a m a n d w a s u s e d t o d e t e r m i n e
t h e t o t a l fi n e p a r t i c l e s u r f a c e a r e a (F PA ) a n d v o l u m e (F P V ) o f t h e s u s p e n s i o n . T h e s e
s t a t i s t i c s w e r e c o m p u t e d b a s e d o n t h e n u m b e r o f p a r t i c l e s c o u n t e d i n 3 0 0 d i a m e t e r b i n s
b e t w e e n 3 a n d 6 0 j x m , w i t h t h e a s s u m p t i o n t h a t a l l p a r t i c l e s w e r e a p p r o x im a t e l y s p h e r i c a l .
A d d i t i o n a l w a t e r q u a l i t y a n d n u t r i e n t a n a l y s e s w e r e c o n d u c t e d b y r e s e a r c h e r s i n D r . H a n s
Pa e r l ' s l a b o r a t o r y . T h e s e i n c l u d e d : c o l o r e d d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r (C D O M m g /L ),
p a r t i c u l a t e o r g a n i c c a r b o n (P O C |i g C L
" '
) m e a s u r e d u s i n g a C H N a n a l y z e r (P e r k i n E l m e r
2 4 0 0 Se r i e s I I ) , p a r t i c u l a t e n i t r o g e n (P N |a g N L
" ^
) , c a r b o n : n i t r o g e n r a t i o (C :N m o l a r ) ,
d i s s o l v e d o r g a n i c c a r b o n (D O C ja M ), d i s s o l v e d i n o r g a n i c c a r b o n (D I C m g C L
" '
) ,
n it r a t e / n i t r i t e (N O 3 / N O 2 |i g N L
" ^
) , a m m o n i u m (N H 4 |ii g N L
" '
) , d i s s o l v e d i n o r g a n i c
n it r o g e n (D I N |i g N L
" '
) , t o t a l d i s s o l v e d n i t r o g e n (T D N ^ g N L
" '
) , d i s s o l v e d o r g a n i c n i t r o g e n
(D O N ^ g N L
" '
) , p h o s p h a t e (P 0 4 \i g P L
' '
) , n i t r o g e n : p h o s p h o r u s r a t i o (N :P m o l a r ) , s i l i c a
( SiO i ji M ), c h l o r o p h y l l a (c h l a \i g L
'
\ a n d t o t a l s u s p e n d e d s o l i d s (T S S) . A l l n u t r i e n t
a n a l y s e s w e r e c o n d u c t e d u s i n g a L a c h a t Q u i k C h e m ® 80 0 0 a u t o m a t e d i o n a n a l y z e r .
D a t a a n a ly s i s :
O b j e c t i v e s i n d e t e r m i n i n g Vi b r i o s p . r e l a t i o n s h i p s t o e n v i r o n m e n t a l d a t a w e r e t w o ¬
f o l d . F i r s t
, p r a c t i c a l p r e d i c t i v e m o d e l s w e r e d e v e l o p e d u s i n g d a t a c o l l e c t e d i n s i t u o r b y r a p i d
a s s a y s i n t h e l a b o r a t o r y . T h e s e r e s u l t s a r e e a s i l y a p p l i c a b l e f o r l a b o r a t o r y u s e s o r o t h e r
s i t u a t i o n s w h e r e r a p i d a s s e s s m e n t i s e s s e n t i a l . S e c o n d , a m o r e c o m p r e h e n s i v e e x am i n a t i o n o f
t h e fu l l r a n g e o f e n v i r o i m i e n t a l p a r a m e t e r s w a s c o n du c t e d t o d e v e l o p a m o r e c o m p l e t e
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u n d e r s t a n d i n g o f t h e e c o l o g y o f t h e s e o r g a n i s m s . T h i s t y p e o f a n a l y s i s c o u l d l e a d t o a
m e c h a n i s t i c u n d e r s t a n d in g o f Vi b r i o sp . d y n a m i c s i n t h e N R E . D a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g
M i c r o s o ft E x c e l a n d Si gm a s t a t 3 . 0 , I n c .
E x p e r i m e n t s
C h l o r o p h y l l M a x im u m (C M A X ) A u gu s t 8 , 2 0 0 5 :
A p i l o t m e s o c o sm e x p e r i m e n t w a s c o n d u c t e d i n c o n j u n c t i o n w i t h th e P a e r l l a b o r a t o r y
t o a s s e s s t h e d y n a m i c s o f m i c r o b i a l p a t h o g e n s i n t h e c o n t e x t o f a l t e r e d n u t r i e n t c o n d i t i o n s
a n d p h y t o p l a n k t o n c o m m u n i t i e s . W a t e r w a s s a m p l e d fr o m th e z o n e o f m a x i m u m c h l o r o p h y l l
c o n c e n t r a t i o n , o r t h e c h l o r o p h y l l m a x im u m (C MA X ) i n t h e N R E n e a r s u r f a c e St a t i o n 14 0 o n
A u gu s t 8 , 2 0 04 . In i t i a l w a t e r q u a l i t y p a r a m e t e r s w e r e m e a s u r e d i n s i t u u s i n g a Y SI 6 6 0 0 .
Wa t e r w a s m i x e d a n d s p l i t i n t o 10 l i t e r p o l y e t h y l e n e c u b i t a i n e r s . C o n t r o l s a m p l e s w e r e
u n t r e a t e d . T o s im u l a t e a n u t r i e n t e n r i c hm e n t f r o m th e w a t e r s h e d , t r e a t e d c o n t a i n e r s w e r e
a m e n d e d w i t h n i t r a t e (N O 3
"
) a t a c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 ^ M a n d p h o s p h a t e (P O 4
"
) a t a
c o n c e n t r a t i o n o f 5 (xM i n e a c h c u b i t a i n e r . C u b i t a i n e r s w e r e i n c u b a t e d i n a h o l d i n g p o n d w i th
c i r c u l a t i n g w a t e r fr o m B o g u e So u n d , N C a t am b i e n t t e m p e r a t u r e (a b o u t 2 5
° C ) a n d c o v e r e d
w i t h n e u t r a l d e n s i t y m e s h t o a v o i d p h o t o i n h i b i t i o n .
C u b i t a i n e r s w e r e s a m p l e d a t D a y 0 , D a y 1 , a n d D a y 2 . T o t a l V i b r i o sp p o p u l a t i o n s
w e r e m o n i t o r e d b y c u l t u r i n g o n T CB S p l a t e s (s a m e a s a b o v e ) . F o r e a c h s a m p l e , t r i p l i c a t e
p l a t e s w e r e m a d e f o r e a c h o f 3 d i l u t i o n s . T h e P a e r l l a b c o n d u c t e d a n a l y s e s t o m o n i t o r w a t e r
qu a l i t y p a r a m e t e r s , n u t r i e n t l e v e l s , a n d p h y t o p l a n k t o n g r o w th i n t h e s e m e s o c o s m s (m e th o d s
s a m e a s a b o v e ) .
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D ri ft e r E x p e ri m e n t M a y 4 , 2 0 0 5 :
A p i l o t i n s i t u e x p e ri m e n t w a s c o n d u c t e d i n t h e N RE o n M a y 4 , 2 0 0 5 . A d r o g u e
(d ri ft e r s a m p l i n g u n i t d e s i g n e d t o t r a c k a w a t e r p a r c e l ) d e s i g n e d b y D r . R i c h L u e t t i c h w i t h a
s a t e l l i t e a n t e n n a , G P S , a n d M i c r o C a t c o n d u c t i v i t y - t e m p e r a t u r e s e n s o r (S e a b i r d E l e c t r o n i c s )
w a s r e l e a s e d u p s t r e a m o f St a t i o n 12 0 a n d a l l o w e d t o t r a v e l f o r 8 h o u r s . A t h o u r l y i n t e r v a l s ,
Y SI m e a s u r e m e n t s (s a m e a s p r e v i o u s l y d e s c ri b e d ) w e r e t a k e n n e a r t h e d ri ft e r . W a t e r
s a m p l e s f o r a d d i t i o n a l a n a l y s e s w e r e c o l l e c t e d a t 2 - h o u r i n t e r v a l s (T O, T 2 , T 4 , T 6 , a n d T 8 )
a n d a n a l y z e d f o r Vi b r i o s p . c o n c e n t r a t i o n b y m e m b r an e fi l t r a t i o n a n d i n c u b a t i o n o n T C B S a t
3 7 ° C w a s c o n du c t e d i n t h e fi e l d . W a t e r s a m p l e s fo r C o l i l e r t - 1 8 a n d E n t e r o l e r t a n a l y s e s , a s
w e l l a s p a r t i c l e a n a l y s e s c o n d u c t e d u s i n g t h e C o u l t e r c o u n t e r w e r e p l a c e d o n i c e a n d a s s a y s
w e r e c o n d u c t e d i n t h e l a b (m e t h o d s d e s c ri b e d p r e v i o u s l y ) .
M o l e c u l a r M e t h o d s
Sa m p l e c o l l e c t i o n :
Wa t e r s a m p l e s o f 10 0 m l w e r e fi l t e r e d t h r o u g h 0 . 4 |a m p o l y c a r b o n a t e fi l t e r s (I s o p o r e
m e mb r a n e fi l t e r s t y p e H T T P ) a n d s t o r e d a t - 8 0
° C u n t i l e x t r a c t i o n . F i l t e r s w e r e e x t r a c t e d
u s i n g t h e M o B i o So i l F e c a l D N A I s o l a t i o n k i t w i t h a M i n i - b e a d b e a t e r (B i o s p e c P r o d u c t s ,
I n c . ) .
D e v e l o p m e n t o f a R a p i d Qu a n t i t a t i v e M o l e c u l a r A s s a y f o r V . v u l n ifi c u s :
A n o v e l QP C R a s s a y w a s d e v e l o p e d fo r t h e w h g e n e o f V . v u l n ifi c u s u s i n g Sc o r p i o n
c h e m i s t r y w i t h a C Y 5 l a b e l . A f o r w a r d p ri m e r
- p r o b e c o m p l e x w a s d e s i g n e d i n c o n j i m c t i o n
w i t h D . W h i t c o m b e , t h e r e v e r s e p ri m e r w a s a s p r e v i o u s l y p u b l i s h e d b y Pa n i c k e r (2 0 0 4 ) .
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R e a c t i o n s w e r e r u n i n C e p h e i d Sm a r t c y c l e r s ® u s i n g O m n im i x ® l y o p h i l i z e d b e a d s
w h i c h c o n t a i n PC R M a s t e r M i x (b y T a k a r a B i o I n c ) . W h e n r e c o n s t i t u t e d t h e y c o n t a i n : 3 U
T a k a r a H o t S t a r t T a q P o l y m e r a s e , 2 0 0 ^ M dN T P s , 4m M M g C b , 2 5mM H E PE S b u f f e r a t p h
8 . 0 ± 0 . 1 . C y c l i n g p r o t o c o l w a s a s f o l l o w s : 12 0 s e c o n d h o l d a t 9 5
° C d e g r e e s , f o l l o w e d b y 4 5
c y c l e s o f 9 5
° C fo r 1 5 s e c o n d s a n d 6 2 ° C f o r 3 0 s e c o n d s .
A s e l e c t i o n o f p o s it i v e a n d n e g a t i v e c o n t r o l s w e r e r u n t o e n s u r e s p e c i fi c i t y a n d
p o s i t i v e PC R p r o d u c t s w e r e s e q u e n c e d . V . v u l n ifi c u s p o s i t i v e s t r a i n s i n c l u d e d A T C C s t r a i n
2 7 5 62
, a s w e l l a s p o s i t i v e s t r a i n s fr o m A . D e p a o l a
'
s l a b (U S F D A G u l f C o a s t S e a f o o d
L a b o r a t o r y D a u p h i n I s l a n d , A L ) .
A V. v u l n ifi c u s w h s t a n d a r d w a s c o n s t r u c t e d f o r u s e i n t h e s e r e a c t i o n s fr o m c l o n e d
P C R p r o d u c t . T h e P CR p r o d u c t fr o m a p o s i t i v e c o n t r o l s t r a i n w a s p u r i fi e d i n a n a g a r o s e g e l .
B a n d s o f a p p r o p r i a t e s i z e w e r e e x c i s e d fr o m g e l a n d p u r i fi e d u s i n g t h e Pr o m e g a W i z a r d P l u s
SV g e l a n d P C R C l e a n U p s y s t e m . T h i s p u r i fi e d D N A p r o d u c t w a s t h e n c l o n e d i n t o E c o l i
u s i n g a T o p o C l o n i n g R e a c t i o n k i t . C l o n e d c e l l s w e r e p l a t e d o n t o L u r i a - B e r t a n i ( L B ) m e d i a
s p i k e d w i th 10 0 n g /m l A m p i c i l l i n . S u c c e s s fi i l c o l o n i e s w e r e r e s t r e a k e d tw i c e o n L B A m p
a g a r , t h e n t e s t e d b y P C R t o a s s e s s f o r s u c c e s s f i i l i n s e r t i o n o f p l a s m i d c o n t a i n i n g t h e V
v u l n if i c u s g e n e . A s u c c e s s f ii l c l o n e w a s s e l e c t e d , g r o w n , a n d i t s p l a s m i d D N A e x t r a c t w a s
u s e d a s t h e s t a n d a r d . T h e D N A c o n c e n t r a t i o n w a s q u a n t i fi e d b y P i c o G r e e n d s D N A
Qu a n t i t a t i o n R e a g e n t a n d K i t w h i c h u s e s a fl u o r e s c e n t n u c l e i c a c i d s t a i n t o q u a n t i f y d o u b l e
s t r a n d e d (d s ) D N A i n s o l u t i o n . St a n d a r d D N A w a s s e q u e n c e d a n d r e s u l t s c h e c k e d a g a i n s t
t h e N a t i o n a l C e n t e r f o r B i o t e c h n o l o g y I n f o r m a t i o n (N C B I ) d a t a b a s e u s i n g th e b a s i c l o c a l
a l i gn m e n t s e a r c h t o o l (B L A S T ) .
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I V . R E SU L T S
E n v i r o n m e n t a l T r e n d s a n d M o d e l i n g
Vi b r i o sp . p o p u l a t i o n s s h o w e d s e v e r a l s t r o n g s e a s o n a l a n d ge o g r a p h i c t r e n d s (F i gu r e s
3 , 4 , 5 ) . Su m m e r c o n c e n t r a t i o n s w e r e h i gh e r t h a n t h o s e o f a l l o t h e r s e a s o n s . P e a k
c o n c e n t r a t i o n s o c c u r r e d i n s u m m e r w i t h th e h i gh e s t a t St a t i o n 12 0 B (a v g = 3 . 3 7 + 0 . 0 9 x l O
*
C F U / 10 0 m l) a n d t h e l o w e s t i n t h e w i n t e r a t St a t i o n 0 (a v g = 1. 0 ± 1. 2 4 CF U / 1 0 0 m l ) . T h e r e w a s
a g e n e r a l i n c r e a s e i n t o t a l Vi br i o s p . p o p u l a t i o n s i n t h e d o w n s t r e a m d i r e c t i o n , b u t a n o t a b l e
d e c r e a s e a ft e r S t a t i o n 12 0 d u r i n g s o m e s e a s o n s . L e v e l s i n t h e b o t t o m w a t e r s t e n d e d t o b e
e q u a l t o o r h i gh e r t h a n t h o s e f o u n d i n s u r f a c e w a t e r s , p a r t i c u l a r l y du r i n g th e s p r i n g (F i g u r e
4 ) .
P o s t - s t o r m l e v e l s a t N R E St a t i o n s 0
,
30
,
a n d 7 0 w e r e s im i l a r t o b a s e l i n e l e v e l s
a v e r a g i n g 7 2 1 C F U / 10 0 m l c o m p a r e d t o 7 5 1 C F U / 10 0 m l o v e r a l l St a t i o n s . T h e r e w a s a n
i n c r e a s e i n p o s t - s t o r m l e v e l s a t St a t i o n s OS a n d OB (F i g u r e 6) . M a n n - W h i t n e y R a n k Su m
t e s t s f o r St a t i o n OS a n d St a t i o n OB s h o w e d s i g n i f i c a n t di f f e r e n c e s b e tw e e n p o s t - s t o r m a n d
b a s e l i n e V i b r i o s p . l e v e l s (OS N R v s . OS SR , n = 16 (p o s t - s t o r m ) , n = 3 4 (b a s e l i n e ) , p =
< 0 . 0 0 1) a n d (OB N R v s OB SR n = 17 (p o s t - s t o r m ), n = 3 7 (b a s e l i n e ) , p = < 0 . 0 0 1) .
P a r t i t i o n i n g a n a l y s e s o f s a m p l e s t a k e n d u r i n g th e s u m m e r o f 2 0 0 5 s h o w th a t a n
a v e r a g e o f 57 . 3% o f Vi b r i o sp . w e r e a t t a c h e d t o p a r t i c l e s . T h e t r e n d w a s t o w a r d s h i gh e r
p a r t i c l e a t t a c hm e n t a t u p s t r e a m St a t i o n s (F i g u r e 7) , b u t d i f f e r e n c e s b e t w e e n St a t i o n s w e r e
n o t s i gn i fi c a n t .
S o m e k e y r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n p h y s i c a l , c h e m i c a l , a n d b i o l o g i c a l p a r a m e t e r s a n d
Vi b r i o sp . w e r e f o u n d . F o r t h e r a p i d m o d e l , e i g ht e n v i r o n m e n t a l p a r a m e t e r s m e a s u r e d b y
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Y S I i n c l u d i n g , t e m p e r a t u r e , s a l i n it y , d i s s o l v e d o x y g e n , p H , t u r b i d i t y , i r r a d i a n c e (P A R ) , c h l a
a n d p r e s s u r e w e r e i n c l u d e d i n a m u l t i p l e r e g r e s s i o n . R e s u l t s i n d i c a t e d c o - l i n e a r i t y a m o n g
s e v e r a l f a c t o r s a n d t h e r e l a t i o n s h i p s t r o n g l y w e i g ht e d b y o n l y 2 f a c t o r s : t e m p e r a t u r e a n d
s a l i n i t y . A r e g r e s s i o n o f Vi bri o s p . c o n c e n t r a t i o n b a s e d o n t e m p e r a t u r e y i e l d s t h e e q u a t i o n :
L o g V i b ri o C F U / 10 0 m l
= 0 . 0 9 8 8 + (0 . 0 86 4 * T e m p ) (n = 3 5 8 , R
^ = 0 . 2 9 3 ) (F i g u r e 8A ) . A
r e gr e s s i o n o f V i b ri o sp . c o n c e n t r a t i o n b a s e d o n s a l i n i t y y i e l d s t h e e q u a t i o n : L o g Vi b ri o
C F U / 10 0 m l = 1 . 0 7 1 + (0 . 13 1 * Sa l i n i t y ) w h e r e n = 3 5 8 , R
^ = 0 . 3 9 7 (F i g u r e 8 B ) . A m u l t i p l e
r e g r e s s i o n fo r t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y y i e ld s t h e e q u a t i o n :
L o g Vi b ri o C F U / l OOm l
= - 0 . 52 5 + (0 . 0 7 9 7 * T e m p ) + (0 . 12 3 * S a l in i t y ) (n = 3 5 8 . 0 0 0 , r =
0 . 8 0 3
,
R
^ = 0 . 6 4 5 ) .
F o r a m o r e c o m p r e h e n s i v e u n d e r s t a n d i n g o f t h e e c o l o g y o f Vi b ri o sp . p o p u l a t i o n s , a l l
p a r a m e t e r s w e r e e x a m i n e d i n d i v i d u a l l y f o r p o s s i b l e r e l a t i o n s h i p s t o l o g - t r a n s f o r m e d V i b ri o
sp . c o n c e n t r a t i o n s . S i x t e e n o f t h e s e w e r e f o u n d t o h a v e p o t e n t i a l r e l a t i o n s h i p s (p < 0 . 0 5) :
S a l i n i t y , d i s s o l v e d o x y ge n , d e p th , PA R I , t o t a l c o l i f o r m s , T S S, P O C , P N , C :N , N O 2 / N O 3 ,
P 0 4
,
T D N
,
C h l a
,
D I C
,
a n d D I N . T w o o f t h e s e w e r e e l i m i n a t e d du e t o c o n f o u n d i n g f a c t o r s :
d e p th an d t o t a l c o l i f o r m s . T h e r e m a i n i n g 14 w e r e f u r t h e r e x a m i n e d f o r m u l t i p l e c o U i n e a ri t y .
Se v e r a l o f t h e m e a s u r e s w e r e s t r o n g l y c o l l i n e a r w i t h s a l i n i t y a n d r e m o v e d f r o m t h e a n a l y s i s
(D I N , N O 2 /N O 3 , P N , D IC , P O C ). A m u l t i p l e r e g r e s s i o n b a s e d o n r e m a i n i n g p a r a m e t e r s
y i e l d e d th e e q u a t i o n : L O G V i b ri o C o n c e n t r a t i o n
= 0 . 6 4 1 + (0 . 0 7 4 7 * T e m p C ) + (0 . 0 7 9 4
*
S a l i n i t y ) - (0 . 0 4 1 3
* D O ) - (0 . 0 0 0 17 6 * PA R I ) + (0 . 0 0 3 8 9 * T SS (m g / 1)) - (0 . 0 0 13 4
* P 0 4
( la g P L
' ^
)) - (0 . 0 0 10 2 * T D N ) + (0 . 0 0 3 0 7 * c h l a ) R
^ = 0 . 7 12 . O f t h e s e , o n l y t e m p e r a t u r e ,
s a l i n i t y , a n d T D N w e r e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) . P r e d i c t i v e e s t im a t e s c a n b e m a d e u s i n g t h e s e
r e l a t i o n s h i p s , a s e v i d e n c e d b y a r u n o f t h e p r e d i c t i v e m o d e l c r e a t e d (F i g u r e 9 ) .
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O n a s h o r t e r s e a s o n a l s c a l e t h e r e l a t i v e i n f l u e n c e o f t h e s e v a r i a b l e s d i f f e r s . A
r e g r e s s i o n o f Vi br i o s p . c o n c e n t r a t i o n a n d t e m p e r a t u r e i n t h e s u m m e r y i e l d s a n R
^ = 0 . 02 4 7
(s u m m e r t e m p e r a t u r e r a n g e 2 2 . 5 5 - 3 2 . 7 3 ° C , y e a r l y t e m p e r a t u r e r a n g e 2 . 8 9 - 32 . 7 3
° C ) .
D u r i n g s u m m e r , s a l i n i t y i s t h e m o s t im p o r t a n t f a c t o r y i e l d i n g a r e g r e s s i o n e q u a t i o n o f L o g
Vi b r i o C F U / 10 0 m l = 1. 64 6 + (0 . 13 1 * S a l i n i t y ) (n = 15 5 , R
^ = 0 . 5 8 5) .
Se v e r a l v a r i a b l e s d i d n o t s h o w s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p s t o V i b r i o sp c o n c e n t r a t i o n s
e i t h e r b y s i n g l e o r m u l t i p l e r e g r e s s i o n an a l y s i s : Ch i , N H 4 , p H , t u r b i d i t y , E . c o l i , E n t e r o c o c c i ,
C D OM , S i 0 2 , D O C , D O N , N : P r a t i o , F PA , a n d F P V .
E x p e r i m e n t s
C M A X 2 0 0 4
A t th e t im e o f w a t e r s a m p l i n g a t St a t i o n 14 0 i n t h e N R E , t h e s a l i n i t y w a s 17 . 9 7 p p t
a n d t e m p e r a t u r e w a s 2 9 . 5 4
° C . T h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s o f Vi b r i o sp . a n d c h l a w e r e :
2 . 13 x 10 ^ V i b r i o C FU / l OOm l a n d 9 . 9 4 u g / L c h l a . O v e r t h e t w o - d a y s t u d y p e r i o d . Vi br i o s p .
c o n c e n t r a t i o n s s h o w e d a n i n c r e a s e i n b o t h c o n t r o l a n d t r e a t e d m e s o c o sm s (F i g u r e 10 ) . B y
d a y tw o . V i br i o sp . c o n c e n t r a t i o n s i n t h e N a n d P t r e a tm e n t s s h o w e d a 2 - l o g i n c r e a s e , w h i c h
w a s s i gn i fi c a n t l y h i g h e r t h a n t h e s t a r t i n g v a l u e s , b u t w a s n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e
c o n t r o l t r e a t m e n t (K r u s k a l - W a l l i s O n e W a y A N O V A o n R an k s , f o l l o w e d b y D u n n
'
s
m u l t i p l e c o m p a r i s o n ) .
R e s u l t s fi - o m w a t e r c h e m i s t r y a n d n u t r i e n t a n a l y s e s s h o w e d th a t c h l a l e v e l s i n t h e
c o n t r o l i n c r e a s e d f r o m 9 . 94 [x g/ l t o 10 . 0 2 \i §/ \ o n D a y 1 a n d d e c r e a s e d t o 6 . 32 (j g / l o n D a y 2 .
I n t h e n u t r i e n t t r e a tm e n t t h e r e w a s a n o v e r a l l i n c r e a s e f r o m 9 . 94 |i g/ l t o 3 2 . 3 1 |a g / l o n D a y 2
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(F i g u r e 1 1 ) . P a r t i c l e c o n c e n t r a t i o n p e a k e d b e t w e e n 1 5 a n d 5 0 \i m o n D a y 2 , a n d d e c r e a s e d
b y D a y 3 .
D r i f t e r E x p e r im e n t
R e s u l t s fr o m th e dr i ft e r e x p e r im e n t s h o w e d t h a t V i b r i o sp . c o n c e n t r a t i o n s i n c r e a s e d d u r i n g
d o w n s t r e a m fl o w o v e r a 0 . 5 l o g r a n g e (F i g u r e 12 ) .
D e v e l o pm e n t o f a R a p i d Qu a n t i t a t i v e M o l e c u l a r A s s a y f o r V . v u l n i f i c u s
O p t im i z a t i o n o f QP C R :
A ft e r d e v e l o p m e n t o f a p p r o p r i a t e p r im e r - p r o b e s e q u e n c e s a n d s y n t h e s i s w i t h fl u o r o p h o r e
c h e m i s t r y , a s e r i e s o f o pt im i z a t i o n a p p r o a c h e s w a s c o n du c t e d fo r d e v e l o p m e n t o f t h e QP C R
a s s a y . P r e v i o u s w o r k w i t h S c o r p i o n p r o b e c h e m i s t r i e s i n t h e l a b (f o r 2 5 u l r e a c t i o n v o lu m e s )
h a s s h o w n t h a t o p t im a l r e a g e n t c o n c e n t r a t i o n s a r e 2 5 0 n M f o r p r i m e r s a n d p r o b e , 3 0 0 n M
dN T P s , a n d 4 . 0 n M M gC ^ , w h i c h a r e t h e c o n c e n t r a t i o n s o f r e a g e n t s p r e s e n t i n O m n im i x
b e a d s . T e s t i n g o f o t h e r p o s s i b l e p e r m u t a t i o n s o f r e a g e n t c o n c e n t r a t i o n s s h o w e d t h a t t h e
Om n im i x b e a d f o r m u l a t i o n w o r k e d b e s t . O p t i m i z e d c y c l i n g p a r a m e t e r s w e r e : a 1 2 0 s e c o n d
h o l d a t 9 5 ° C (r e c o mm e n d e d f o r H o t St a r t t a q ) , f o l l o w e d b y 4 5 c y c l e s o f 9 5
° C f o r 15 s e c o n d s
a n d a n n e a l i n g a t 62
° C f o r 3 0 s e c o n d s .
Sp e c i f i c i t y an d S e n s i t i v i t y o f t h e A s s a y :
S e v e r a l r e l a t e d V i b r i o sp . w e r e a s s a y e d i n c l u d i n g V i br i o p a r a h a e m o l y t i c u s a n d V i b r i o
c ho l e r a e
, y i e l d i n g n e g a t i v e r e s u h s . P o s i t i v e P C R e x t r a c t s t h a t w e r e s e qu e n c e d , i n c l u d i n g th e
s t a n d a r d
,
t h e c o n t r o l s t r a i n s , a n d th e p r o d u c t s f r o m e n v i r o n m e n t a l e x t r a c t s , r e t u r n e d 182 b p
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n u c l e o t i d e s e q u e n c e s . N C B I B L A ST r e s u l t s o f t h e s e s e q u e n c e s s h o w e d t h a t a l l h i t s b e l o w a
s c o r e o f 14 9 a n d a n e - v a l u e o f 2 e - 3 3 w e r e t o Vi b r i o v u l n ifi c u s ( 13 d i f f e r e n t m a t c h e s ) . L im i t
o f d e t e c t i o n a s s a y s p e r f o r m e d t o d a t e h a v e s h o w n t h a t t h e d e t e c t i o n l i m i t f o r t h e s t a n d a r d i s
1 7 . 5 c o p i e s (w i t h 6 6% e f fi c i e n c y ) .
N e u s e R i v e r E s t u a r y QPC R A n a l y s i s :
T o d a t e 6 8 s a m p l e s h a v e b e e n e x t r a c t e d a n d 2 1 t e s t e d b y t h e w h Sc o r p i o n QPC R a s s a y .
T e s t i n g h a s f o c u s e d o n St a t i o n s 0 - 12 0 s u r f a c e a n d b o t t o m o v e r a tw o m o n t h p e r i o d fi
^
o m
A u g u s t t h r o u g h Se p t e m b e r o f 2 0 0 5 i n c l u d i n g A u g u s t 8 , A u g u s t 2 2 , Se p t e m b e r 8 , S e p t e m b e r
1 6' a n d Se p t e m b e r 19 , 2 0 0 5 . E i gh t s am p l e s w e r e n e g a t i v e a n d 13 p o s i t i v e (T a b l e 1 , F i gu r e
1 3) . A t l e a s t o n e p o s i t i v e s a m p l e w a s i d e n t i fi e d a t e a c h o f t h e 8 St a t i o n s a n a l y z e d e x c e p t fo r
St a t i o n OS . Sp e a rm a n r a n k c o r r e l a t i o n a n a l y s i s r e v e a l e d a s i g n i fi c a n t p o s i t i v e r e l a t i o n s h ip
b e t w e e n p r e s e n c e o f w h a s d e t e r m i n e d b y QPC R a n d c o n c e n t r a t i o n o f t o t a l V i b r i o s p . a s
d e t e r m i n e d b y m e mb r a n e fi l t r a t i o n (n = 2 1, r = 0 . 64 8 , p < 0 . 0 5) .
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V . D I S C U S S I O N
E n v i r o n m e n t a l T r e n d s a n d M o d e l i n g
P r e v i o u s r e s e a r c h h a s d e m o n s t r a t e d th a t t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y a r e im p o r t a n t
f a c t o r s i n f l u e n c i n g Vi b r i o sp . p o p u l a t i o n d y n a m i c s . S e v e r a l s t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d f o r
t h e V i br i o g e n u s , a n d m a n y m o r e h a v e b e e n c o n d u c t e d o n i n d i v i d u a l Vi b r i o s p . R e s u l t s
r e p o r t e d h e r e , fr o m a l a r g e d a t a s e t t h a t s p a n s a w i d e r a n g e o f s e a s o n s a n d s i t e s w i t h i n t h e
N RE
, s u p p o r t p r e v i o u s fi n d i n g s t h a t b o t h t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y h a v e p o s i t i v e i n fl u e n c e s
o n V i br i o sp . p o p u l a t i o n s . T h e s e a s o n a l t r e n d s i d e n t i fi e d i n t h i s s t u d y a l s o s u p p o r t p r e v i o u s
r e s e a r c h th a t sh o w t e m p e r a t u r e i s a n im p o r t a n t v a r i a b l e f o r V i b r i o sp . (O l i v e r e t a i . 1 9 8 3 ;
K a s p a r a n d T am p l i n 19 9 3 ; W r i g h t e t a l . 19 9 6 ; M o t e s e t a l . 1 9 9 8 ; Y a m 19 9 9 ; D e P a o l a e t a l .
2 0 0 3 ; P f e f f e r e t a l . 2 0 0 3 ; R a n d a e t a l . 2 0 0 4 ; T a n ti l l o e t a l . 2 0 0 4 ; T h o m p s o n e t a l . 2 0 0 4 ) .
So m e s t u d i e s h a v e s h o w n t e m p e r a t u r e t o b e t h e m o s t im p o r t a n t f a c t o r i n Vi b r i o sp . d y n a m i c s ,
s p e c i fi c a l l y a l o n g t h e c o a s t l i n e o f t h e G u l f o f M e x i c o a n d i n a N o r t h A t l a n t i c E s t u a r y
(D e Pa o l a e t a l . 2 0 0 3 ; P f e f fe r e t a l . 2 0 0 3 ; T h o m p s o n e t a l . 2 0 0 4 ) . A l s o , i n a p r e v o u s s t u dy o f
Vi b r i o s p . i n t h e N R E w a t e r t e m p e r a t u r e a c c o u n t e d f o r 4 8% o f t h e v a r i a b i l i t y i n V i b r i o sp .
c o n c e n t r a t i o n (P f e f f e r e t a l . 2 0 0 3 ) . O n t h e c o n t r a r y , t h e r e s u l t s o f o u r s t u d y s h o w e d s a l i n i t y
t o b e t h e m o r e im p o r t a n t o f t h e s e tw o f a c t o r s .
W h i l e t e m p e r a t u r e w a s im p o r t a n t i n t h e s e o t h e r s t u d i e s , s a l i n i t y w a s a l s o a s i g n i fi c a n t
f a c t o r . A s t u d y o f V . v u l n if i c u s i n a G u l f o f M e x i c o e s t u a r y s h o w e d th a t l e v e l s c h a n g e d m o s t
s i gn i fi c an t l y w i t h s a l i n i t y (L i p p 2 0 0 1) . N o u p p e r o r l o w e r s a l i n i t y l e v e l s w e r e d e t e c t e d a n d
th e a u t h o r s s u g g e s t t h a t s a l i n i t y t o l e r a n c e s w e r e m o d e r a t e d b y t e m p e r a t u r e .
T h e d i f f e r e n c e b e t w e e n o u r c u r r e n t s t u d y a n d o t h e r s t u d i e s c o u l d b e du e t o s e v e r a l
r e a s o n s . F i r s t , P f e f f e r e t a l . (2 0 0 3 ) s u g g e s t e d t h a t s a l i n i t y m a y h a v e p l a y e d o n l y a m i n o r r o l e
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(2% o f v a ri a b i l i t y ) i n t h e i r s t u d y b e c a u s e a l l s a m p l e s i t e s i n c l u d e d w e r e w i t h i n o p t im a l
s a l i n i t y r a n g e (a v e r a g e s a l i n i t y l e v e l s r a n g e d fr o m 8 - 14 p p t c o m p a r e d t o 0 - 2 7 p p t i n t h i s
s t u d y ) . Se c o n d , t h e r e i s l a r g e i n t e r a n n u a l v a r i a b i l i t y i n t h e N e u s e a n d t h e r e m a y h a v e b e e n
d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s t u d y p e r i o d s o f 2 0 0 0 - 2 0 0 2 a n d 2 0 0 4 - 2 0 0 5 .
I n a d d i t i o n t o d i f f e r e n c e s i n t h e r e l a t i v e i n fl u e n c e s o f t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y , t h e s e
r e s u l t s c o n t r a s t t o o t h e r fi n d i n g s fr o m th e P f e f f e r e t a l . (2 0 0 3 ) s t u d y . T h e y f o u n d e s t u a ri n e
b a c t e r i a , p h o s p h o r o u s , N H 4
^
,
t u r b i d it y , a n d p H t o b e sm a l l b u t s i g n i fi c a n t c o n t ri b u t o r s t o
V i b r i o sp v a ri a b i l i t y (7 , 3 , 2 , 2 , a n d 2 % r e s p e c t i v e l y ) . N o n e o f t h e s e f a c t o r s w e r e
d e t e r m i n e d t o b e s i g n i f i c a n t i n t h e c u r r e n t s t u d y .
T h e h y p o th e s i s p r e s e n t e d h e r e , a n d b y s e v e r a l o t h e r r e s e a r c h e r s (L i p p e t a l . 2 0 0 3 ;
L o u i s e t a l . 2 0 0 3 ) th a t n u t ri e n t l e v e l s (p r e s u m a b l y fr o m t h e w a t e r s h e d ) c o u l d a f f e c t V i b r i o sp .
p o p u l a t i o n s , h a s n o t b e e n c o n c l u s i v e l y d e m o n s t r a t e d . I n t h e s e c o n d r e g r e s s i o n m o d e l t h a t
i n c l u d e s n u t ri e n t a n a l y s e s , T D N w a s f o u n d t o h a v e a s i g n i fi c a n t , n e g a t i v e r e l a t i o n s h i p t o
Vi b r i o s p l e v e l s , b u t n o t a b l y , s a l i n i t y w a s n o t f o u n d t o h a v e a s i gn i fi c a n t r e l a t i o n s h i p . T h e s e
v a ri a b l e s w e r e s t r o n g l y c o - l i n e a r w h i c h s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t m o s t n i t r o g e n e n t e r s t h e
s y s t e m b y fr e s h w a t e r r u n o f f . F u r t h e r a n a l y s e s c o u l d b e u s e fi i l t o u n d e r s t a n d i n g t h e r e l a t i v e
i n fl u e n c e s o f t h e s e t w o f a c t o r s a n d o t h e r f a c t o r s t h a t a r e c o - l i n e a r w i t h s a l i n it y .
I n t h e l it e r a t u r e , t h e r e i s s u p p o r t f o r t h e h y p o th e s e s t h a t o t h e r b i o l o g i c a l f a c t o r s
i n fl u e n c e Vi br i o s p . s u c h a s r e l a t i o n s h i p s t o i n d i c a t o r b a c t e r i a (K o h 19 94 ) a n d t o
p h y t o p l a n k t o n c o m m u n i t i e s a s m e a su r e d b y c h l a (T h o m p s o n e t a l . 2 0 0 4 ) . H o w e v e r , t h e r e
w e r e n o s i g n i fi c a n t r e l a t i o n s h i p s t o t h e s e f a c t o r s i n t h i s s t u d y .
T h e s a l i n i t y a n d t e m p e r a t u r e r e g r e s s i o n m o d e l d e v e l o p e d h e r e e x p l a i n e d 6 4% o f t h e
V i b r i o sp . p o p u l a t i o n v a ri a b i l it y , b u t o n e i n t e r e s t i n g d e v i a t i o n fr o m t h e p r e d i c t e d v a l u e s
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o c c u r r e d i n S e p t e m b e r o f 2 0 0 5 n e a r h u r r i c a n e O p h e l i a . D r a m a t i c i n c r e a s e s i n V i b r i o s p w e r e
a p p a r e n t imm e d i a t e l y f o l l o w i n g t h e h u r r i c a n e , b u t a l s o p r i o r t o t h e r a i n f a l l a s s o c i a t e d w i t h
t h e s t o r m . Sa l i n i t y l e v e l s , D O , a n d p H l e v e l s w e r e e l e v a t e d c o m p a r e d t o p r e v i o u s w e e k s , b u t
n o s i n g l e f a c t o r h a s b e e n i d e n t i f i e d a s t h e c a u s e f o r t h i s i n c r e a s e . B e c a u s e o f t h e t im i n g o f t h e
i n c r e a s e a n d t h e e l e v a t e d w i n d s p r i o r t o t h e s t o r m , w i n d d r i v e n m i x i n g a n d / o r t i d a l f o r c i n g
c o u l d h a v e i n f l u e n c e d th e s e l e v e l s . O t h e r s h a v e a l s o c i t e d w i n d - d r i v e n m i x i n g a s a p o s s i b l e
s o u r c e f o r i n c r e a s e s i n V i b r i o s p p o p u l a t i o n s , s u g g e s t i n g t h a t Vi b r i o sp . r e s e r v o i r s i n
s e d im e n t s c a n i n i t i a t e s u m m e r p o p u l a t i o n i n c r e a s e s i n t h e w a t e r c o l u m n (R a n d a e t a l . 2 0 0 4 ) .
T h e s e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t h i g h l e v e l s o f Vi br i o s p . c a n o c c u r u n d e r c e r t a i n
c o n d i t i o n s a t a t im e w h e n p o p u l a t i o n s w o u l d n o r m a l l y b e e x p e c t e d t o d e c l i n e w i t h
d e c r e a s i n g t em p e r a t u r e . A l s o , t h e y r a i s e a n i n t e r e s t i n g p o i n t t o e x p l o r e fu r t h e r ; t h e p o t e n t i a l
f o r w i n d e v e n t s a n d t i d a l f o r c i n g t o i n f l u e n c e Vi b r i o s p . l e v e l s . W i n d e v e n t s a r e n o t
n e c e s s a r i l y a s s o c i a t e d w i t h h i g h r a i n f a l l a n d th e r e f o r e n o t t r a di t i o n a l l y c o n s i d e r e d i n
d e t e r m i n i n g m i c r o b i a l w a t e r q u a l i t y .
R e g r e s s i o n m o de l s d e v e l o p e d i n t h i s s t u d y h a v e p r o v e n t o b e u s e fu l p r e d i c t o r s , u s i n g
a d u a l p a r a m e t e r r e l a t i o n sh i p . H o w e v e r , t h e r e i s s t i l l u n e x p l a i n e d v a r i a b i l i t y . So m e o f t h i s
c o u l d b e d u e t o h i g h n a t u r a l v a r i a b i l i t y i n t h e s y s t e m , o r t o p o t e n t i a l l y im p o r ta n t v a ri a b l e s
t h a t w e r e n o t m e a s u r e d h e r e . F o r e x a m p l e s o m e b i o l o g i c a l i n fl u e n c e s l i k e z o o p l a n k t o n ,
p r o t o z o a n g r a z e r s , a n d V i br i o p h a g e s c o u l d a f f e c t V i b r i o s p p o p u l a t i o n s . A d d i t i o n a l l y , t h e
i n fl u e n c e o f s o m e e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s t h a t w e r e m e a s u r e d c o u l d b e d i f fi c u l t t o d e t e c t b y
m u l t i p l e r e gr e s s i o n d u e t o c o
- l i n e a ri t y . E x p l o ri n g o t h e r s t a t i s t i c a l a n a l y s e s s u c h a s p ri n c ip l e
c o m p o n e n t a n a l y s e s o r a p a r t i a l l e a s t s q u a r e s (P L S) r e g r e s s i o n m o d e l c o u l d b e u s e fu l .
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R e fi n i n g m e a s u r e m e n t m e t h o d s c o u l d a l s o h e l p r e d u c e u n e x p l a i n e d v a r i a b i l i t y b y
d e m o n s t r a t i n g m o r e a c c u r a t e a n d s p e c i fi c r e l a t i o n s h i p s . C u l t u r e - b a s e d t e c h n i q u e s h a v e b e e n
s h o w n t o b e l e s s e f f e c t i v e f o r q u a n t i fi c a t i o n o f c e l l s in t h e v sdn t e r w h e n Vi br i o s p . b e c o m e
d i f i c u l t t o g r o w o r e n t e r t h e V B N C s t a t e . M o l e c u l a r m e t h o d s , w h i c h a r e u n d e r
d e v e l o p m e n t , o f f e r a p o t e n t i a l l y u s e f u l a l t e r n a t i v e . A l s o , fi i t u r e w o r k t o q u a n t i fy s p e c i f i c
Vi b r i o sp . c o u l d h e l p i d e n t i fy r e l a t i o n s h i p s p a r t i c u l a r t o a s p e c i fi c b a c t e r i a . I t m a y b e t h a t
t r e n d s t o t h e s e e n v i r o n m e n t a l p a r a m e t e r s e x i s t f o r s i n g l e s p e c i e s b u t a r e m a s k e d w h e n
m e a s u r i n g th e e n t i r e g e n u s . I n d i v i d u a l s p e c i e s o f t h e Vi b r i o g e n u s h a v e b e e n s h o w n t o
o c c u p y v e r y s p e c i f i c a n d u n i q u e e c o l o g i c a l n i c h e s . F i n a l l y , c o n d u c t i n g a t i m e s e r i e s a n a l y s i s
o n a s m a l l e r t im e s c a l e c o u l d b e b e n e f i c i a l t o u n d e r s t a n d i n g r e s p o n s e s a n d i n t e r a c t i o n s t h a t
o c c u r i n s h o r t t im e s c a l e s .
S t o r m s a m p l i n g
R e s u l t s f r o m p o s t s t o r m s a m p l i n g s h o w t h a t t h e r e a r e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r V i b r i o sp .
c o n c e n t r a t i o n s a t St a t i o n OS a n d OB f o l l o w i n g s t o r m e v e n t s . A l a r g e r d a t a s e t w o u l d b e
b e n e fi c i a l t o u n d e r s t a n d i n g t h e s e r e s u l t s f o r t w o r e a s o n s . F i r s t , f u r t h e r s t u dy w o u l d h e l p
c l a r i f y c l im a t e d r i v e n im p a c t s o n Vi b r i o sp . l e v e l s . S e c o n d , s p e c i e s i d e n t i fi c a t i o n a n d
q u a n t i fi c a t i o n b y m o l e c u l a r m e th o d s , p a r t i c u l a r l y a t St a t i o n 0 c o u l d e l u c i d a t e w h a t k i n d s o f
c h a n g e s a r e o c c u r r i n g , a n d w h i c h s p e c i e s ar e r e sp o n d i n g s p e c i fi c a l l y t o r u n o f f i n p u t s . O t h e r
s t u d i e s h a v e sh o w n a r e l a t i o n s h i p b e t w e e n V . c h o l e r a e a n d f r e s h w a t e r i n fl o w (L o u i s e t a l .
2 0 0 3 ) .
P a r t i t i o n i n g o f V i b r i o sp . a t t a c h e d t o p a r t i c l e s
P a r t i t i o n i n g r e s u l t s s h o w t h a t t h e r e m a y b e i n c r e a s e s i n p a r t i c l e a t t a c hm e n t a t t h e
u p s t r e a m St a t i o n s OS a n d OB a s c o m p a r e d t o d o w n s t r e am St a t i o n s , b u t t h e s e d i f f e r e n c e s a r e
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n o t s i g n i fi c a n t (p > 0 . 0 5 ) . M o r e d a t a i s n e e d e d t o d e t e r m i n e i f p a r t i c l e a t t a c hm e n t d i f f e r s
s i g n i fi c a n t l y b e t w e e n St a t i o n s d u e t o t h e sm a l l n u m b e r o f s a m p l e s , a n d h i gh v a r i a b i l i t y . A
s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n p a r t i c l e a t t a c hm e n t b e t w e e n u p s t r e a m a n d d o w n s t r e a m St a t i o n s
c o u l d s u p p o r t t h e t h e o r y t h a t p a r t i c l e a t t a c hm e n t c a n b e a n im p o r t a n t r e fi i g e f o r b a c t e r i a i n
h a r s h o r s t r e s s fi i l e n v i r o i m i e n t s , i n t h i s c a s e o s m o t i c s t r e s s d u e t o l o w s a l i n i t y . P a r t i c l e
a t t a c hm e n t l i f e s t y l e s c o u l d h a v e im p l i c a t i o n s fo r t r a n s p o r t , s u r v i v a l i n h a r s h c o n d i t i o n s , a n d
l o s s t o s e t t l i n g o r i n ge s t i o n b y fi lt e r f e e d e r s (e . g . o y s t e r s ) .
T o a d e q u a t e l y a s s e s s p a r t i c l e a t t a c hm e n t m e c h a n i s m s , it m a y b e im p o r t a n t t o c o n s i d e r
a l t e r n a t i v e m e t h o d s . T h e c u l t u r e b a s e d m e th o d u s e d h e r e p r o v i d e s a n i n t e r e s t i n g i n i t i a l
a s s e s s m e n t o f t r e n d s
,
b u t i t i s p o s s i b l e t h a t a m e t h o d r e l y i n g o n f o rm a t i o n o f c o l o n i e s c o u l d
u n d e r r e p r e s e n t p a r t i c l e - a t t a c h e d b a c t e r i a b e c a u s e a ) m u l t i p l e b a c t e r i a a t t a c h e d t o t h e s a m e
p a r t i c l e w o u l d a p p e a r a s a s i n g l e c o l o n y a n d b ) m a n y b a c t e r i a l c e l l s t e n d n o t t o f o r m c o l o n i e s
i n t h e p r e s e n c e o f p a r t i c u l a t e m a t t e r . Sp e c i e s - s p e c i fi c i d e n t i f i c a t i o n m i gh t r e v e a l a d d i t i o n a l
r e l a t i o n s h i p s . Pr e v i o u s l y p u b l i s h e d s t u d i e s r e l a t e s i n g l e s p e c i e s t o sp e c i fi c s u b s t r a t e s , s u c h a s
V c h o l e r a e t o z o o p l a n k t o n (H u q e t a l . 1 9 8 3 ) . F u r t h e r w o r k i s b e i n g c o n d u c t e d t o s t u d y
p a r t i c l e a t t a c hm e n t t o o r ga n i c a n d i n o r g a n i c s u b s t r a t e s , a n d t o e x a m i n e s e d im e n t s a s
r e s e r v o i r s f o r Vi br i o s p .
E x p e r i m e n t s : D r i f t e r St u d y a n d C M A X
R e s u l t s fi - o m th e d r i ft e r s t u d y w e r e c o n s i s t e n t w i t h p r e d i c t i v e m o d e l s . F u r t h e r m o r e ,
t h i s e x p e r im e n t a i d e d i n d e v e l o p m e n t o f r e a l - t im e a n a l y s e s t h a t c a n b e c o n d u c t e d o n t h e
w a t e r . F u t u r e s t u d i e s c a n b e c o n d u c t e d u s i n g t h i s a p p r o a c h a n d a p p l i e d t o o t h e r l o c a t i o n s a n d
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o v e r l a r g e r d i s t a n c e s , p o s s i b l y t o a s s e s s t h e s h o r t t i m e s c a l e r e s p o n s e s o f V i b r i o s p
p o p u l a t i o n s t o s p e c i fi c p a r a m e t e r s a n d e v e n t s (e . g . h i g h w i n d ) .
O b s e r v a t i o n s f r o m C MA X s h o w e d in c r e a s e s i n Vi b r i o s p g r o w t h a n d p h y t o p l a n k t o n
g r o w t h (a s m e a s u r e d b y c h l a a n d p a r t i c l e s u s p e n s i o n s ) o n t im e s c a l e s o f d a y s .
D u r i n g t h i s s t u d y , t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y r e m a i n e d c o n s t a n t , b u t a c t u a l V i b r i o sp .
c o n c e n t r a t i o n s w e r e 2 o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r t h a n w o u l d b e e x p e c t e d f o r t h e s e s t u d i e s .
T h e r e a s o n f o r h i g h V i b r i o sp . g r o w th r e m a i n s u n d e t e r m i n e d , b u t w a r r a n t s f u r t h e r s t u d y d u e
t o p o s s i b l e bo t t l e e f f e c t s . I n fu t u r e m e s o c o s m s t u d i e s , a d d i t i o n a l r e p l i c a t e s a n d a n a l y s e s o f
p h y s i c o c h e m i c a l p a r am e t e r s c o u l d b e h e l p fu l .
Q u a n t i t a t i v e P C R D ev e l o p m e n t
O p t im i z a t i o n a n d s p e c i f i c i t y r e s u l t s f o r t h e d e v e l o p e d QPC R a s s a y h a v e i n d i c a t e d
p r o m i s e f o r i t s u s e a s a r a p i d a n d s e n s i t i v e m e a n s t o q u a n t i fy V . v u l n if i c u s . F u r t h e r
d e v e l o p m e n t o f m e th o d s i s o n g o i n g . Sp e c i fi c a l l y , t o a c h i e v e a t r u l y q u a n t i t a t i v e a s s a y ,
d e v e l o pm e n t o f a n i n t e r n a l c o n t r o l t o m o n i t o r r e a c t i o n e f f i c i e n c y a n d a m a t r i x c o n t r o l t o
a s s e s s e x t r a c t i o n e f fi c i e n c y w i l l b e n e c e s s a r y .
O n c e m e t h o d d e v e l o p m e n t i s c o m p l e t e , fu r t h e r a n a l y s i s o f a r c h i v e d e n v i r o n m e n t a l
s a m p l e s c o u l d y i e l d i n f o r m a t i o n o n t h e r e l a t i o n s h i p o f V v u l n if i c u s t o t o t a l c u l t t xr a b l e Vi br i o
s p . a s w e l l a s t o t h e m a n y e n v i r o n m e n t a l v a r i a b l e s m e a s u r e d . A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , a
q u a n t i t a t i v e m o l e c u l a r m e th o d c o u l d h e l p c l a r i f y s o m e o f t h e r e s u l t s f o r s e a s o n a l t r e n d s
p a r t i c u l a r l y i n t h e w i n t e r , p a r t i t i o n i n g , a n d s t o r m v s . b a s e l i n e s t u d i e s b y d e t e c t i n g V B N C
b a c t e r i a .
I n a d d i t i o n t o m o r e a c c u r a t e l y a n s w e r i n g t h e q u e s t i o n a b o u t t h e e c o l o g y o f i n f e c t i o u s
d i s e a s e , a l o n g e r t e r m g o a l f o r V . v u l n if i c u s i d e n t i f i c a t i o n w o u l d b e t o d e s i g n a s s a y s c a p a b l e
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o f d i s t i n g u i s h i n g b e t w e e n p a t h o g e n i c a n d n o n - p a t h o g e n i c s t r a i n s . W i t h i n s e v e r a l V i b r i o s p .
s u c h a s V . p a r a h a e m o ly t i c u s a n d V. c h o l e r a e , o n l y s o m e s t r a i n s p o s e r i s k s a s h u m a n
p a t h o g e n s a n d s p e c i fi c m e t h o d s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o i d e n t i fy t h e s e s e l e c t s t r a i n s . T h i s i s
s t r o n g l y s u s p e c t e d t o b e t h e c a s e fo r V. v u l n ifi c u s . A n a l y s i s o f D N A fi n g e r p r in t s g e n e r a t e d
f o r s e v e r a l c l i n i c a l s t r a i n s s u g g e s t s t h a t t h e r e a r e m u l t i p l e p a t h o g e n i c s t r a i n s w i t h d i v e r s e
g e n o m i c a r r a n g e m e n t s (V i c k e r y e t a l . 2 0 0 0 ) . I t i s u n d e r s t o o d t h a t c a p s u l e m u s t b e p r e s e n t ,
b u t v i r u l e n c e i s m u l t i f a c t o r i a l . St u d i e s h a v e sh o w n th a t t h e r e a r e v i r u l e n t a n d a v i r u l e n t
s t r a i n s , b u t n o s i n g l e v ir u l e n c e f a c t o r h a s b e e n d e t e r m i n e d (St r o m a n d Pa r a n j p y e 2 0 0 0 ) a n d
V v u l n ifi c u s n e e d s t o b e f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d t o i d e n t i fy m a r k e r s t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n
c l i n i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l s t r a i n s .
W h i l e a n a p p r e c i a b l e a m o u n t o f w o r k h a s b e e n d o n e , t h e r e h a s y e t t o b e a s i n g l e ,
w i d e l y a c c e p t e d m e t h o d d e v e l o p e d . M e t h o d s t o d i s t i n g u i s h b i o t y p e s h a v e b e e n d e v e l o p e d
(B i s h a r a t e t a l . 2 0 0 5 ) . R e c e n t l y , a r a n d o m a m p l i fi c a t i o n o f p o l y m o r p h i c D N A P C R (RA PD
P C R ) m e t h o d t o c l a r i fy b e t w e e n c l i n i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l b i o t y p e s h a s b e e n d e v e l o p e d ,
w i t h a r e p o rt e d 9 0% a c c u r a c y (R o s c h e e t a l . 2 0 0 5 ) . A n o t h e r r e c e n t s t u d y f o c u s e s o n
d e v e l o pm e n t o f a QPC R a s s a y f o r v i u B g e n e a s a m a r k e r o f p a t h o g e n i c V . v u l n ifi c u s a n d a
p o s s i b l e v i r u l e n c e g e n e (P a n i c k e r e t a l . 2 0 04 ) . I n a d d i t i o n , a m e t h o d o f e n r i c hm e n t f o l l o w e d
b y P C R h a s b e e n d e v e l o p e d f o r i d e n t i f y i n g V. v u l n if i c u s b i o t y p e 2 , a n e e l p a t h o g e n (Sa n j u a n
a n d A m a r o 2 0 0 4 ) . I t i s p o s s i b l e t h a t o n e o r m o r e o f t h e s e m e th o d s c o u l d b e u s e d i n
c o m b i n a t i o n w i t h o u r s t u d i e s f o r a c c u r a t e q u a n t i fi c a t i o n o f p a t h o ge n i c V . v u l n if i c u s a n d
i d e n t i fi c a t i o n o f f a c t o r s t h a t i n fl u e n c e t h e i r o c c u r r e n c e .
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C o n c l u s i o n s a n d F u t u r e W o r k
St r o n g p r e d i c t i v e r e l a t i o n s h i p s h a v e b e e n d e v e l o p e d t h a t p r o v i d e a g o o d f o u n d a t i o n
fo r u n d e r s t a n d i n g V i b r i o sp d y n a m i c s a n d w i l l c o n t r i b u t e t o fu t u r e m o d e l i n g e f f o r t s o f t h e
N RE . F u t u r e w o r k d e v e l o p i n g a n d a p p l y i n g a QPC R a s s a y f o r V . v u l n ifi c u s , w i l l a l l o w f o r a
m o r e i n - d e p t h u n d e r s t a n di n g o f t h e d y n am i c s o f a s i n g l e im p o r t a n t s p e c i e s i n t h e N R E .
T h e s e fi n d i n g s m a y im p r o v e e f f o r t s t o s a f e g u a r d b e n e fi c i a l u s e s o f e s t u a r i n e w a t e r s , a n d
a s s i s t m a n a g e r s i n p r o t e c t i n g t h e p u b l i c h e a l t h o f t h o s e u s i n g t h e w a t e r s f o r f o o d a n d
r e c r e a t i o n .
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A n d e r s o n , D . , an d G a r r i s o n D L ( 19 9 7 ) .
"
T h e e c o l o g y a n d o c e a n o g r a p h y o f h a r m f u l a l g a l
b l o o m s . " L im n o l o g y a n d O c e a n o g r a p h y 4 2 : 10 0 9 - 13 0 5 .
B a i r d
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D .
,
R o b e r t R . C hr i s t i a n , Ch a r l e s H . P e t e r s o n , a n d G a l e n A . J o hn s o n (2 0 04 ) .
" C o n s e q u e n c e s o f H y p o x i a o n E s t u a r i n e E c o s y s t e m F u n c t i o n : E n e r g y D i v e r s i o n fr o m
C o n u m e r s t o M i c r o b e s . " E c o l o g i c a l A p p l i c a t i o n s 1 4 (3 ) : 8 0 5 - 8 2 2 .
B a i r d , D . , U l a n o w i c z , RE ( 19 89 ) .
" T h e s e a s o n l d y n a m i c s o f t h e C h e s a p e a k e B a y
E c o s y s t e m .
" E c o l o g i c a l M o n o gr a p h 5 9 : 3 2 9 - 3 6 4 .
B i n s z t e i n
,
N .
,
M . C . C o s t a g l i o l a , e t a l . (2 0 0 4 ) .
"
V i a b l e b u t n o n c u l t u r a b l e V i br i o c h o l e r a e 0 1
i n t h e a q u a t i c e n y i r o n m e n t o f A r g e n t i n a .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 70 ( 12 ) : 7 4 8 1 - 6 .
B i s h a r a t
,
N . , D . I . C o h e n , e t a l . (2 0 0 5) .
" H y b r i d V i b r i o v u l n i fi c u s .
" E m e r g I n f e c t P i s 1 1 ( 1) :
3 0 - 5 .
B o y e r , J . , C h r i s t i a n , R R , St a n l e y , D W ( 19 9 3) .
"
P a t t e r s o f P h y t o p l a n k t o n P r im a r y
P r o d u c t i v i t y i n t h e N e u s e R i v e r E s t u a r y , N o r t h C a r o l i n a U S A .
" M a ri n e E c o l o g y
P r o g r e s s Se ri e s 9 7 (3 ) : 2 8 7- 2 9 7 .
B r a s h e r
,
C . W .
,
A . D e P a o l a
,
e t a l . ( 19 9 8 ) .
" D e t e c t i o n o f m i c r o b i a l p a t h o g e n s i n s h e l l fi s h w i t h
m u l t i p l e x P C R .
" C u r r M i c r o b i o l 3 7 (2 ) : 10 1- 7 .
C a m p b e l l , M . S . an d A . C . W ri g h t (2 0 0 3 ) .
"
R e a l - t im e P C R a n a l y s i s o f V i b ri o v u l n i fi c u s
fr o m o y s t e r s .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 ( 12 ) : 7 13 7 - 4 4 .
CD C
,
C . f D . C . (2 0 0 5 ) .
" V i b ri o i l l n e s s e s a ft e r H u r ri c a n e K a t ri n a — m u l t i p l e s t a t e s , A u g u s t -
Se p t e m b e r 2 0 0 5 .
" MM WR M o r b M o r t a l W k l y R e p 5 4 (3 7 ): 9 2 8 - 3 1 .
Ch a r a c k l i s
,
G .
,
D i l t s
,
M J
,
Sim m o n s O D
,
L i k i r d o p u l o s C A , K r o m e t i s L A H , So b s e y M D
(2 0 0 5) .
" M i c r o b i a l P a r t i t i o n i n g t o s e t t l e a b l e p a r t i c l e s i n s t o r m w a t e r .
" Wa t e r R e s 3 9 :
1 7 7 3- 1 7 82 .
C o l l i e r
,
D . (2 0 02 ) . C u t a n e o u s i n f e c t i o n s f r o m c o a s t a l a n d m a r i n e b a c t e ri a . D e r m a t o l o g i c
T h e r a p y . 15 : 1 - 9 .
C o l w e l l
,
R . R . ( 19 9 6) .
" G l o b a l c l im a t e a n d i n f e c t i o u s d i s e a s e : t h e c h o l e r a p a r a d i gm .
" Sc i e n c e
2 74 (5 2 9 5) : 2 02 5 - 3 1 .
C o lw e l l
,
R . R .
,
A
. H u q , e t a l . (2 0 0 3 ) .
" R e d u c t i o n o f c h o l e r a i n B a n g l a d e s h i v i l l a g e s b y
s im p l e fi l t r a t i o n .
" P r o c N a t l A c a d S c i U S A 1 00 (3) : 10 5 1- 5 .
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D e P a o l a
,
A . , J . L . N o r d s t r o m , e t a l . (2 0 0 3 ) .
"
S e a s o n a l a b u n d a n c e o f t o t a l a n d p a t h o g e n i c
V i b ri o p a r a h a e m o l y t i c u s i n A l a b a m a o y s t e r s .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (3 ) : 1 52 1-
6 .
E i l e r s , H . , J . Pe m t h a l e r , e t a l . (2 0 0 0 ) .
"
C u l t t i r a b i l i t y a n d I n s i t u a b u n d an c e o f p e l a g i c b a c t e ri a
fr o m t h e N o r t h S e a . " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 6 ( 7) : 3 04 4 - 5 1 .
E p s t e i n , P . (2 0 0 1) .
"
c l im a t e c h a n g e a n d e m e r g i n g i n f e c t i o u s d i s e a s e s .
" M i c r o b e s a n d
I n f e c t i o n 3 (9 ) : 7 4 7 - 7 5 4 .
E p s t e i n , P . (2 0 0 1 ) .
" W e s t N i l e v i r u s a n d t h e c l im a t e . " J U r b a n H e a l t h 7 8 (2 ) : 3 6 7 - 3 7 1.
F ri e s
,
J .
,
C h a r a c k l i s G W
,
N o b l e RT (s u bm i t t e d ) .
" A t t a c hm e n t o f F e c a l I n d i c a t o r B a c t e ri a t o
P a r t i c l e Su s p e n s i o n s i n t h e N e u s e R i v e r E s t u a r y .
" J . E n v i r o n m e n t a l E n g i n e e r i n g .
G o l d e n b e r g , S . B . , L a n d s e a , Ch ri s t o p h e r W . , M e s t a s - N u n e z , A l b e r t o M . , G r a y , W i l l i am M
(2 0 0 1) .
" T h e R e c e n t I n c r e a s e i n A t l a n t i c H u r ri c a n e A c t i v i t y : C a u s e s a n d
I m p l i c a t i o n s .
" Sc i e n c e 2 9 3 (5 52 9 ) .
G o n z a l e z
,
S . F .
,
M . J . K r u g , e t a l . (2 0 0 4 ) .
" Sim u l t a n e o u s d e t e c t i o n o f m a r i n e f i s h p a t h o g e n s
b y u s i n g m u h i p l e x PC R a n d a D N A m i c r o a r r a y .
" J C l i n M i c r o b i o l 4 2 (4 ) : 14 14 - 9 .
G r o i s m a n ( 19 9 9 ) .
" C h a n g e s i n t h e p r o b a b i l i t y o f h e a v y p r e c i p i t a t i o n : im p o rt a n t i n d i c a t o r s o f
c l im a t i c c h a n g e .
" C l i m a t e C h a n g e 42 : 2 4 3 - 2 8 3 .
H a r w o o d , V . J . , J . P . G a n d h i , e t a l . (2 0 0 4 ) .
" M e t h o d s f o r i s o l a t i o n a n d c o n fi r m a t i o n o f V i b ri o
v u l n i f i c u s fr o m o y s t e r s a n d e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s : a r e v i e w .
" J M i c r o b i o l M e th o d s
5 9 (3) : 3 0 1 - 16 .
H e i d e l b e r g , J . F . , K . B . H e i d e l b e r g , e t a l . (2 0 0 2 ) .
" Se a s o n a l i t y o f C h e s a p e a k e B a y
b a c t e ri o p l a n k t o n s p e c i e s .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 8 ( 1 1): 5 4 8 8- 9 7 .
H o o d
,
M .
,
W i n t e r P A ( 19 9 7 ) .
" A t t a c hm e n t o f V i b r i o c h o l e r a e u n d e r v a ri o u s e n v i r o n m e n t a l
c o n d i t i o n s a n d t o s e l e c t e d s u b s t r a t e s .
" F EM S M i c r o b i o l o g y E c o l o g v 2 2 ( 3 ): 2 15 - 2 2 3 .
H s u e h , P . R . , C . Y . L i n , e t a l . (2 00 4 ) .
" V i b r i o v u l n i f i c u s i n T a iw a n . " E m e r g I n f e c t P i s 10 (8 ) :
1 36 3- 8 .
H u n t e r
,
P . R . (2 0 0 3) .
" C l im a t e c h a n g e a n d w a t e r b o m e a n d v e c t o r - b o rn e d i s e a s e .
"
J A p p l
M i c r o b i o l 9 4 Su p p l : 3 7 S- 4 6 S .
H u o
,
A .
,
B . X u
,
e t a l . ( 19 9 6 ) .
" A s im p l e fi l t r a t i o n m e t h o d t o r e m o v e p l a n k t o n - a s s o c i a t e d
V i b ri o c h o l e r a e i n r a w w a t e r s u p p l i e s i n d e v e l o p i n g c o u n t ri e s .
" A p p l E n v i r o n
M ic r o b i o l 6 2 (7 ) : 2 5 0 8 - 12 .
H u q , A . , E . B . Sm a l l , e t a l . ( 19 83 ) .
"
E c o l o g i c a l r e l a t i o n s h i p s b e tw e e n V i b ri o c h o l e r a e a n d
p l a n k t o n i c c r u s t a c e a n c o p e p o d s .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 4 5 ( 1) : 2 7 5 - 8 3 .
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H u r l e y , M . , a n d R o s c o e M E ( 19 83 ) .
" A u t o m a t e d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f m i c r o b i a l e n u m e r a t i o n
b y d i l u t i o n s e r i e s .
" J
.
A p p l . B a c t e ri o l . 5 5 (2 6 - 1 6 4 ) .
K a s p a r , C . W . a n d M . L . T a m p l i n ( 19 9 3) .
" E f f e c t s o f t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y o n t h e s u r v i v a l
o f V i b r i o v u l n i fi c u s i n s e a w a t e r a n d s h e l l fi s h . " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 9 (8 ) : 2 4 2 5 -
9 .
K a y s n e r , C . A . , C . A b e y t a , Jr . , e t a l . ( 19 8 7 ) .
" I n c i d e n c e o f V i b r i o c h o l e r a e fi - o m e s t u a r i e s o f
t h e U n i t e d St a t e s W e s t C o a s t . " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 3 (6 ) : 134 4 - 8 .
K o h
,
E
. ,
G . L .
,
J . H . H u y n , a n d P . A . L a R o c k ( 19 9 4 ) .
"
P e r t i n e n c e o f i n d i c a t o r o r g a n i s m s a n d
s a m p l i n g v a r i a b le s t o V i b r i o c o n c e n t r a t i o n s .
" A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l 6 0 : 3 8 9 7 -
39 0 0 .
L i n k o u s , D . A . a n d J . D . O l i v e r ( 19 9 9 ) .
" P a t h o g e n e s i s o f V i b r i o v u l n i fi c u s .
" F E MS
M i c r o b i o l L e t t 1 7 4( 2 ) : 2 0 7 - 14 .
L i p p , E . , R o d r i g u e z - P a l a c i o s , C , R o s e , J . B . (2 0 0 1) .
" O c c u r r e n c e a n d d i s t r i b u t i o n o f t h e
h u m a n p a t h o g e n V i b r i o v u l n i f i c u s i n a s u b t r o p i c a l G u l f o f M e x i c o e s t u a r y .
"
H v d r o b i o l o g i a 4 6 0 : 16 5 - 1 7 3 .
L ip p , E . K . , I . N . R i v e r a , e t a l . (2 0 0 3 ) .
" D i r e c t d e t e c t i o n o f V i b r i o c h o l e r a e a n d c t x A i n
P e r u v i a n c o a s t a l w a t e r a n d p l an k t o n b y P C R .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (6 ) : 3 6 7 6 -
80 .
L o u i s , V . R . , E . R u s s e k - C o h e n , e t a l . (2 0 0 3 ) .
" Pr e d i c t a b i l i t y o f V i br i o c h o l e r a e i n
Ch e s a p e a k e B a y .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (5) : 2 7 7 3 - 8 5 .
L u e t t i c h , R . , C a r r SD , R e y n o l d s - F l e m i n g C W , F u l c h e r C W , M c N i n c h JE (2 0 0 2 ) .
" S e m i ¬
d i u r n a l s e i c h i n g i n a s h a l l o w , m i c r o - t i d a l l a g o o n a l e s t u a r y .
" C o n t . S h e l f R e s . 2 2 :
1 6 6 9 - 16 8 1 .
M a u g e r i , T . L . , M . C a r b o n e , e t a l . (2 0 0 4 ) .
"
D i s t r i b u t i o n o f p o t e n t i a l l y p a t h o g e n i c b a c t e r i a a s
f r e e l i v i n g a n d p l a n k t o n a s s o c i a t e d i n a m a r i n e c o a s t a l z o n e .
"
J A p p l M i c r o b i o l 9 7 (2 ):
3 54 - 6 1 .
M c M i c h a e l
,
A . J . (2 0 0 4 ) .
" E n v i r o n m e n t a l a n d s o c i a l i n fl u e n c e s o n e m e r g i n g i n f e c t i o u s
d i s e a s e s : p a s t , p r e s e n t a n d f u t u r e .
" Ph i l o s T r a n s R S o c L o n d B B i o l Sc i 3 5 9 ( 14 4 7 ) :
10 4 9- 5 8 .
M o n t a n a r i
,
M .
,
Pr u z z o C , P a n e L , e t a l ( 19 9 9 ) .
" V i b r i o s a s s o c i a t e d w i t h p l a n k t o n i n a c o a s t a l
z o n e o f t h e A d r i a t i c Se a (I t a l y ) .
"
F EM S M i c r o b i o l o g y E c o l o g v 2 9 (3 ): 2 4 1- 2 4 7 .
M o t e s
,
M . L .
,
A . D e P a o l a
,
e t a l . ( 19 9 8 ) .
" I n fl u e n c e o f w a t e r t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y o n
V i b r i o v u l n i fi c u s i n N o r t h e r n G u l f a n d A t l a n t i c C o a s t o y s t e r s (C r a s s o s t r e a
v i r gi n i c a ) .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 4 (4 ) : 14 5 9 - 6 5 .
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M o u r i n o - P e r e z , R . R . , A . Z . W o r d e n , e t a l . (2 0 0 3) .
"
G r o w t h o f V i b ri o c h o l e r a e O l i n r e d t i d e
w a t e r s o f f C a l i f o r n i a . " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 ( 1 1 ): 6 9 2 3 - 3 1 .
N o b l e , R . , M i d d e l b o e M , F u h r m a n JA ( 19 9 9 ) .
" E f f e c t s o f v i r a l e n ri c hm e n t o n t h e m o rt a l i t y
a n d g r o w t h o f h e t e r o t r o p h i c b a c t e r i o p l a n k t o n .
" A q u a t i c M i c r o b i a l E c o l o g y 1 8 ( 1) : 1 -
13 .
N y h o lm , S . , M c f a l l - N g a i M J (2 0 0 4 ) .
"
T h e w i i m o w i n g : E s t a b l i s h i n g t h e s q u i d - V i b ri o
s y m b i o s i s .
" N a t u r e R e v i e w s M i c r o b i o l o g y 2 (8 ) : 6 32 - 64 2 .
O l i v e r , J . D . , F . H i t e , e t a l . ( 19 9 5 ) .
" E n t r y i n t o , a n d r e s u s c i t a t i o n f r o m , t h e v i a b l e b u t
n o n c u l t u r a b l e s t a t e b y V i b ri o v u l n i f i c u s i n a n e s t u a r i n e e n v i r o n m e n t .
" A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l 6 1(7 ) : 2 62 4 - 3 0 .
O l i v e r , J . D . , R . A . Wa rn e r , e t a l . ( 19 8 3 ) .
" D i s t ri b u t i o n o f V i b ri o v u l n i f i c u s a n d o t h e r l a c t o s e -
f e r m e n t i n g v i b ri o s i n t h e m a ri n e e n v i r o n m e n t .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 4 5 (3 ) : 9 8 5 -
9 8 .
P a e r l
,
H .
,
J u l i a n n e D y b l e , Pi a H . M o i s a n d e r , N o b l e , R . T . , M i c h a e l F . P i e h l e r , J a m e s L .
P i n c k n e y , T im o t h y F . St e p p e , L u k e T w o m e y a n d L e x i a M . V a l d e s (2 0 0 3 ) .
" M i c r o b i a l
i n d i c a t o r s o f a q u a t i c e c o s y s t e m c h a n g e : c u r r e n t a p p l i c a t i o n s t o e u t r o p h i c a t i o n
s t u d i e s .
" F EM S M i c r o b i o l L e t 4 6 (2 0 0 3 ) : 2 3 3 - 2 4 6 .
P a e r l
,
H .
,
P i n c k n e y JL , F e a r JM , e t a l . ( 1 9 9 8 ) .
" E c o s y s t e m r e s p o n s e s t o i n t e m a l a n d
w a t e r s h e d o r g a n i c m a t t e r l o a d i n g : c o n s e q u e n c e s f o r h y p o x i a i n t h e e u t r o p h y i n g
N e u s e ri v e r e s t u a r y . N o rt h C a r o l i n a , U SA .
" M a ri n e E c o l o g y P r o g r e s s S e r i e s 1 6 6 : 1 7 -
2 5 .
P a e ri , H . W . , J . L . P i n c k n e y , J . M . F e a r , a n d B . L . P e i e ri s . 1 9 9 9 ( 19 9 9 ) .
" F i s h k i l l s a n d
b o t o m - w a t e r h yp o x i a i n t h e N e u s e R i v e r a n d E s t u a r y .
" M a ri n e E c o l o g y P r o g r e s s
Se ri e s 18 6 (3 0 7 - 3 0 9) .
P a n i c k e r
,
G .
,
D . R . C a l l
,
e t a l . (2 0 0 4 ) .
"
D e t e c t i o n o f p a t h o g e n i c V i b ri o s p p . in s h e l l fi s h b y
u s i n g m u l t i p l e x P C R a n d D N A m i c r o a r r a y s .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 70 ( 12 ) : 74 3 6 -
4 4
.
P a n i c k e r , G . , M . L . M y e r s , e t a l . (2 0 0 4 ) .
" R a p i d d e t e c t i o n o f V i b ri o v u l n i fi c u s i n s h e l l fi s h
a n d G u l f o f M e x i c o w a t e r b y r e a l - t im e P CR .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 70 ( 1) : 4 9 8 -
5 0 7 .
P a r r y , M . A . N . H . M . , N i c h o Us R ; L i v e r m o r e M ( 19 9 8) .
" A d a p t i n g t o t h e I n e v i t a b l e .
" N a t u r e
7 4 1 .
Pa r v a t h i , A . , H . S . K u m a r , e t a l . (2 0 0 4 ) .
" D e t e c t i o n a n d e n u m e r a t i o n o f V i bri o v u l n i fi c u s i n
o y s t e r s f r o m tw o e s t u a ri e s a l o n g t h e s o u t h w e s t c o a s t o f I n d i a , u s i n g m o l e c u l a r
m e t h o d s . " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 7 0 ( 1 1) : 6 9 0 9- 13 .
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P a s c u a l
,
M .
,
M . J . B o u m a
,
e t a l . (2 0 0 2 ) .
"
C h o l e r a a n d c l i m a t e : r e v i s i t i n g t h e q u a n t i t a t i v e
e v i d e n c e .
" M i c r o b e s I n f e c t 4 (2 ) : 2 3 7 - 4 5 .
P a t z
,
J . A . a n d R . S . K o v a t s (2 0 0 2 ) .
" H o t s p o t s i n c l im a t e c h a n g e a n d h u m a n h e a l t h .
" B m j
3 2 5 (7 3 7 2 ) : 10 9 4 - 8 .
P a t z
,
J . A . , M . A . M c G e e h i n , e t a l . (2 0 0 1) .
" T h e p o t e n t i a l h e a l t h im p a c t s o f c l im a t e
v a r i a b i l i t y a n d c h a n g e f o r t h e U n i t e d S t a t e s . E x e c u t i v e s u mm a r y o f t h e r e p o r t o f t h e
h e a l t h s e c t o r o f t h e U . S . N a t i o n a l A s s e s s m e n t . " J E n v i r o n H e a l t h 6 4 (2 ) : 2 0 - 8 .
P f e f f e r
,
C . an d J . D . O l i v e r (2 0 0 3 ) .
" A c o m p a r i s o n o f t h i o s u l p h a t e - c i t r a t e - b i l e s a l t s - s u c r o s e
(T C B S) a g a r a n d th i o s u l p h a t e - c h l o r i d e - i o d i d e (T C I ) a g a r f o r t h e i s o l a t i o n o f V i b r i o
s p e c i e s fr o m e s t u a r i n e e n v i r o n m e n t s .
" L e t t A p p l M i c r o b i o l 3 6 (3 ) : 150 - 1.
P f e f f e r , C . S . , M . F . H i t e , e t a l . (2 0 0 3 ) .
" E c o l o g y o f V i b r i o v u l n i fi c u s i n e s t u a r i n e w a t e r s o f
e a s t e r n N o r t h C a r o l i n a .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (6 ) : 3 52 6 - 3 1 .
P i n c k n e y , J . , P a e r l H W , H a r r i n g t o n M B , e t a l . ( 19 9 8 ) .
" A n n u a l c y c l e s o f p h y t o p l a n k t o n
c o m m u n i t y - s t r u c t u r e a n d b l o o m d y n am i c s i n t h e N e u s e R i v e r E s t u a r y , N o r t h
C a r o l i n a . " M a r i n e B i o l o g y 13 1 (2 ): 3 7 1- 3 8 1 .
R a n d a
,
M . A .
,
M . F . Po l z
,
e t a l . (2 0 0 4 ) .
" E f f e c t s o f T e m p e r a t u r e a n d Sa l i n i t y o n V i b r i o
v u l n i fi c u s P o p u l a t i o n D y n a m i c s a s A s s e s s e d b y Qu a n t i t a t i v e P C R .
" A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l 7 0 (9 ) : 54 6 9 - 7 6 .
R i e m a rm , L . S . , G F , A z a m F . (2 0 0 0 ) .
" D y n a m i c s o f b a c t e r i a l c o m m u n i t y c o m p o s i t i o n a n d
a c t i v i t y d u r i n g a m e s o c o s m d i a t o m b l o o m .
"
A p p l i e d a n d E n v i r o r m i e n t a l
M i c r o b i o l o g y 6 6 (2 ) : 5 7 8 - 5 87 .
R o s c h e , T . M . , Y . Y a n o , e t a l . (2 00 5) .
" A R a p i d a n d S im p l e P C R A n a l y s i s I n d i c a t e s T h e r e
A r e T w o Su b g r o u p s o f V i b r i o v u l n i fi c u s Wh i c h C o r r e l a t e w i t h C l i n i c a l o r
E n v i r o n m e n t a l I s o l a t i o n . " M i c r o b i o l I mm u n o l 4 9 (4 ) : 3 8 1- 9 .
R o s e
,
J . B . , P . R . E p s t e i n , e t a l . (2 0 0 1 ) .
" C l i m a t e v a ri a b i l i t y a n d c h a n g e i n t h e U n i t e d St a t e s :
p o t e n t i a l im p a c t s o n w a t e r - a n d f o o d b o m e d i s e a s e s c a u s e d b y m i c r o b i o l o g i c a g e n t s .
"
E n v i r o n H e a l t h Pe r s p e c t 1 0 9 Su p p l 2 : 2 1 1- 2 1 .
S a n j u a n , E . a n d C . A m a r o (2 0 0 4 ) .
"
P r o t o c o l f o r s p e c i fi c i s o l a t i o n o f v i r u l e n t s t r a i n s o f V i b ri o
v i i l n i fi c u s s e r o v a r E (b i o t y p e 2 ) fr o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s .
" A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l 7 0 ( 12 ) : 7 02 4 - 3 2 .
St o k s t a d
,
E . (2 0 0 5 ) .
" E c o l o g y - T a k i n g t h e p u l s e o f e a r t h
'
s l i f e - s u p p o r t s y s t e m s .
" Sc i e n c e
3 0 8 (5 7 18 ) : 4 1- 4 3 .
S t r o m , M . S . a n d R . N . P a r a n j p y e (2 0 0 0 ) .
"
E p i d e m i o l o g y a n d p a t h o g e n e s i s o f V i b ri o
v u l n i fi c u s . " M i c r o b e s I n f e c t 2 (2 ) : 17 7 - 8 8 .
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Su m m e r
,
J . D . A .
,
O s a k a K
,
K a r u n a s a g e r I , W a l k d e r h a u g M . , B o w e r s J . (2 0 0 1 ) .
" H a z a r d
Id e n t i f i c a t i o n
,
E x p o s u r e A s s e s s m e n t , a n d H a z a r d c h a r a c t e r i z a t i o n o f V i b r i o s p . i n
Se a f o o d . " J o i n t F A Q /WH O A c t i v i t i e s o n R i s k A s s e s s m e n t o f M i c r o b i o l o g i c a l
H a z a r d s i n F o o d s : 1 - 10 5 .
T a m p l i n , M . L . a n d G . M . C a p e r s ( 19 9 2 ) .
"
P e r s i s t e n c e o f V i b r i o v u l n i fi c u s i n t i s s u e s o f G u l f
C o a s t o y s t e r s , C r a s s o s t r e a v i r g i n i c a , e x p o s e d t o s e a w a t e r d i s i n f e c t e d w i t h U V l i g h t .
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 8 ( 5 ) : 15 0 6 - 10 .
T a m p l i n , M . L . , A . L . G a u z e n s , e t a l . ( 1 9 9 0 ) .
" A t t a c hm e n t o f V i b r i o c h o l e r a e s e r o g r o u p O l
t o z o o p l a n k t o n a n d p h y t o p l a n k t o n o f B a n g l a d e s h w a t e r s .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l
5 6 (6 ) : 19 7 7 - 8 0 .
T a n t i l l o
,
G . M .
,
M . F o n t a n a r o s a
,
e t a l . (2 0 0 4 ) .
" U p d a t e d p e r s p e c t i v e s o n e m e r g i n g v i b r i o s
a s s o c i a t e d w it h h u m a n i n f e c t i o n s . " L e t t A p p l M i c r o b i o l 3 9 (2 ): 1 17 - 2 6 .
T h o m p s o n , F . L . , T . l i da , e t a l . (2 0 0 4 ) .
"
B i o di v e r s i t y o f v i b r i o s .
" M i c r o b i o l M o l B i o l R e v
6 8 (3) : 4 0 3 - 3 1 , t a b l e o f c o n t e n t s .
T h o m p s o n , J . R . , M . A . R a n d a , e t a l . (2 0 0 4 ) .
" D i v e r s i t y a n d d y n a m i c s o f a n o r t h a t l a n t i c
c o a s t a l V i b r i o c o m m u n i t y .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 7 0 (7 ): 4 10 3 - 10 .
V i c k e r y , M . C , N . H a r o l d , e t a l . (2 0 0 0 ) .
" C l u s t e r a n a l y s i s o f A P - P C R g e n e r a t e d D N A
fi n g e r p r i n t s o f V i b r i o v u l n i fi c u s i s o l a t e s fr o m p a t i e n t s f a t a l l y i n f e c t e d a ft e r
c o n s u m p t i o n o f r a w o y s t e r s .
" L e t t A p p l M i c r o b i o l 3 0 (3 ) : 2 5 8- 6 2 .
V i t o u s e k
,
P . ( 19 9 7 ) .
" H u m a n d o m i n a t i o n o f E a r t h ' s e c o s y s t e m s .
" S c i e n c e 2 7 8 (5 3 3 5 ): 2 1 .
W o n g , H . C . a n d P . W a n g (2 0 0 4 ) .
" I n d u c t i o n o f v i a b l e b u t n o n c u l t u r a b le s t a t e i n V i b r i o
p a r a h a e m o l y t i c u s a n d i t s s u s c e p t i b i l i t y t o e n v i r o n m e n t a l s t r e s s e s .
"
J A p p l M i c r o b i o l
9 6 (2 ) : 3 5 9 - 6 6 .
W r i g h t , A . C , R . T . H i l l , e t a l . ( 19 9 6 ) .
"
D i s t r i b u t i o n o f V i b r i o v u k i i fi c u s i n t h e C h e s a p e a k e
B a y .
" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 2 (2 ): 7 17 - 2 4 .
Y a m
,
W . C . Y . C
,
S . W . H o B e l l a
,
T . Y . T a m
,
C a t h i e K u e h a n d T . L e e ( 19 9 9 ) .
" A b u n d a n c e
o f c l i n i c a l e n t e r i c b a c t e r i a l p a t h o g e n s i n c o a s t a l w a t e r s a n d s h e l l fi s h .
" W a t e r
R e s e a r c h 3 4 ( 1) : 5 1 - 5 6 .
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